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1. LA GLÁNDULA MAMARIA. 
1.1. EVOLUCIÓN.  
 La glándula mamaria es un tejido complejo y altamente especializado que, a 
lo largo de la evolución, ha ido modificándose para proveer al recién nacido de leche, 
el único fluido corporal que nutre al lactante y le confiere protección inmunológica 
(McClellan et al. 2008). Evolutivamente, se postula que la glándula mamaria se ha 
desarrollado a partir de una pequeña glándula epitelial con función protectora, hasta 
conformar la estructura que conocemos hoy en día. Esta idea viene respaldada por 
la presencia en la leche de enzimas con acción antibacteriana, como la xantina 









 Figura 1: Mecanismo evolutivo propuesto para la glándula mamaria. Se 
observa como a partir de una glándula epitelial rudimentaria, secretora de mucus y 
enzimas antimicrobianos, y por tanto, con una función predominantemente protectora, 
pasa a convertirse en una estructura más compleja, capaz de secretar también sustancias 
nutritivas. Entre éstas, se pueden destacar lípidos, lactosa o lactoalbúmina. XOR: 




1.2. ANATOMÍA, FISIOLOGÍA Y DESARROLLO. 
 La función principal de la glándula mamaria es proveer de nutrientes y 
protección inmunológica al recién nacido. De ahí que, el desarrollo de este tejido se 
produzca fundamentalmente en la edad adulta, siendo el embarazo y la lactancia 
cuando alcanza su máximo grado de desarrollo (Macías et al. 2012). 
Anatómicamente, la glándula mamaria lactante está constituida por tejido epitelial 
embebido en una matriz de tejido conectivo, que le proporciona soporte estructural 
(Sakakura et al. 2013). El tejido epitelial lleva a cabo las funciones bioquímicas 
propias de la glándula y se organiza en ductos y alveolos. Los alveolos (o acini) son 
formaciones esferoidales encargadas de producir y secretar todos los componentes de 
la leche (Stingl et al. 2005). Los ductos, son un conjunto de estructuras tubulares y 
huecas, que se ramifican y terminan en los acini. Dichos ductos, drenan su contenido 
a través de canalículos más gruesos hasta terminar en uno de los quince a veinticinco 
conductos galactóforos, ubicados inmediatamente detrás del pezón (figura 2) 
(Hassiotou et al. 2013; Dimri et al. 2005).  
 A nivel histológico, la glándula mamaria está conformada por dos tipos de 
tejidos: el que deriva del ectodermo, formado por las células epiteliales que se 
organizan para constituir los ductos y los alveolos; y el tejido de origen mesodérmico, 
compuesto fundamentalmente por matriz extracelular y células estromales como 
adipocitos, macrófagos, fibroblastos, células hematopoyéticas, vasos sanguíneos y 
nervios (Hennighausen & Robinson, 2005). Dentro de este tejido epitelial existen dos 
subtipos celulares: las células mioepiteliales basales y las células luminales 
(Shackleton et al. 2006). Estas últimas pueden diferenciarse, ya sea en una célula 
ductal o en una célula productora de leche (acinar/secretora). Las células 
mioepiteliales, con capacidad contráctil, son capaces de favorecer la expulsión de la 
leche a lo largo del árbol ductal hacia el pezón (figura 2) (Van keymeulen et al. 2011). 
El mantenimiento de la integridad de las uniones intercelulares entre estas células, es 
muy importante ya que se requiere una estanqueidad de los compartimentos alveolar 
y ductal, para facilitar el flujo unidireccional de la leche hacia el pezón. Las uniones 
estrechas características de este epitelio, permanecen abiertas durante el embarazo, 
pasando a cerrarse durante la lactancia cuando la leche comienza a ser secretada 













 Figura 2: Estructura esquemática de la glándula mamaria. Se observa la 
organización típica lóbulo-alveolar, según la cual cada conducto galactóforo se va 
ramificando cada vez más en pequeños ductos, los cuales a su vez divergen en 
formaciones esferoidales denominadas acini (las verdaderas unidades secretoras). El 
estroma, está compuesto fundamentalmente por adipocitos y fibroblastos. También se 
muestra una sección transversal de un túbulo con los dos tipos principales de células que 
lo componen: las células mioepiteliales contráctiles y las luminales. 
 Por otro lado, también se ha descrito la presencia de células madre facultativas 
que darían lugar a cada uno de los tipos celulares anteriormente mencionados. 
Mediante la utilización de fragmentos epiteliales marcados con un retrovirus de 
glándula mamaria (MMTV) se ha demostrado que una única célula progenitora es 
necesaria para repoblar todos los linajes celulares (Kordon et al. 1998). Ahora bien, 
dada la gran capacidad de renovación que sufre la glándula a lo largo de la vida fértil, 
cabria pensar que su proporción y diversidad va a ser más amplia que en otros tejidos 
(Shackleton et al. 2006; Visvader et al. 2011). Entre los diferentes linajes de células 
madre identificadas, se han caracterizado recientemente células unipotentes tanto 




capacidad de autorenovación, demostrada por su habilidad de expansión clonal 
durante la morfogénesis de la glándula mamaria a lo largo del desarrollo postnatal, 
además de su masiva capacidad de expansión a lo largo de los sucesivos ciclos 
embarazo/lactancia (Van keymeulen et al. 2011). 
 Desde el punto de vista del desarrollo de la glándula mamaria, existen tres 
estadios fundamentales de progresión: el embrionario, el puberal y el gestacional 
(Macías et al. 2012). Aunque el proceso de desarrollo es común a todos los 
mamíferos, diferencias funcionales, de arquitectura glandular o incluso en el número 
de glándulas, pueden aparecer entre especies (Hovey et al. 2004).  
 1.2.1. DESARROLLO EMBRIONARIO 
 La etapa del desarrollo embrionario de la glándula mamaria en el ratón, no es 
evidente hasta mitad de la gestación. La primera característica distintiva es la 
formación de las líneas mamarias a partir del ectodermo, que consiste en una 
elevación longitudinal de la epidermis a ambos lados de la línea alba. Posteriormente 
a lo largo de esta líneas mamarias, se produce una proliferación de la epidermis para 
constituir el primordio mamario (PM), con forma lenticular y formado por varias 
capas de células epidérmicas (Propper et al. 2013). Progresivamente, la elongación 
del tronco del embrión, conduce a la separación de los PMs, a lo largo de la línea 
mamaria. Dichas estructuras rudimentarias, empiezan a proliferar mínimamente, 
para ramificarse dando lugar a un pequeño árbol ductal constituido por cinco ductos 
que se incrustan en el tejido graso subdérmica (Veltmaat et al. 2003). La mayor parte 
de estos primordios involucionan y desaparecen, dependiendo de la especie.  
 La localización de estos primordios mamarios es muy importante para 
explicar la mayor parte de las alteraciones en el desarrollo. En la mayor parte de las 
especies animales, los PMs persisten en mayor o menor cantidad, lo que explica la 
variabilidad en el número de mamas entre las diferentes especies de mamíferos 





 En los humanos, es posible que algunos de estos vestigios mamarios no 
involucionen, dando lugar a las mamas supernumerarias y tejido ectópico a cualquier 
nivel de las líneas lácteas. A nivel molecular, la diferenciación embrionaria de las 
líneas mamarias dependen de la activación paralela de la ruta de señalización Wnt/β-
Cat y de la del factor de crecimiento fibroblástico (FGF) (Chu et al. 2004; Mailleux et 
al. 2002) entre otras. 
 En el proceso de ramificación del componente epitelial interviene de forma 
importante el mesénquima mamario y el tejido adiposo (Rauner et al. 2013). 
Evidencias histológicas y bioquímicas sugieren que el componente adiposo del 
estroma es el encargado de promover la elongación de los ductos gracias a la síntesis 
de componentes de la membrana basal tales como laminina y proteoglicanos 
(Sakakura et al. 2013). Podría decirse que hasta este momento, los factores locales 
son los que van a estimular el desarrollo de la glándula (Macías et al. 2012). A partir 
de la pubertad, la glándula mamaria va a necesitar la presencia de determinadas 
hormonas circulantes para alcanzar su desarrollo definitivo, entre ellas los 
estrógenos, la progesterona, el IGF1 (Insuline-like growth factor 1), la hormona del 
crecimiento, la insulina, la prolactina, etc (Viña et al.1981; Gallego et al. 2001; 
Hennighausen et al. 2005; Hawsawi et al. 2013). 
 1.2.2. ETAPA PUBERAL. 
 Durante la pubertad, se produce la elongación y bifurcación de los ductos 
terminales hasta invadir prácticamente todo el tejido graso mamario que constituye 
la mama (Sternlicht et al. 2006). Las hormonas encargadas de dirigir esta 
proliferación y crecimiento son fundamentalmente la hormona del crecimiento 
(GH), el insuline-like growth factor 1 (IGF1) y los estrógenos (E) (figura 3).  
 La GH es una hormona peptídica, secretada por la hipófisis y muy 
importante en el desarrollo mamario. Diferentes estudios han detectado que 
su acción se debe indirectamente al incremento de la producción de IGF1 en 







(Gallego et al. 2001; Ruan et al. 1999). Ratones knockout del IGF1 (igf1-/-), 
presentan una estructura ductal muy rudimentaria, al igual que los ratones 
knockout del receptor de la hormona del crecimiento (ghr-/-). Los 
experimentos con los ratones igf1-/- en los que los niveles de GH son 
normales, demuestran que la acción de la GH en la glándula mamaria está 
mediada fundamentalmente por IGF1 (Ruan et al. 1999).  
 
 Los estrógenos, hormonas esteroideas liberadas principalmente por los 
ovarios, también actúan regulando el desarrollo mamario, y son los 
responsables del crecimiento experimentado durante la pubertad. Actúan a 
través de receptores intracelulares, los cuales una vez activados se desplazan 
al núcleo para activar la trascripción de genes, entre ellos factores de la 
familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Macías et al. 2012). 
Estos factores son secretados con el fin de actuar de forma paracrina, sobre 
células estromales y epiteliales adyacentes, ya que solo el 40% de las células 
epiteliales son positivas para el receptor de estrógenos (Lubahn et al. 1993). 
La interrelación bidireccional entre la vía del IGF-1 y la vía de los estrógenos 
ha despertado un gran interés, ya que es un mecanismo de escape adoptado 
por muchas células tumorales, para evadir los efectos de una terapia 
antiestrogénica (Hawsawi et al. 2013). 
 
 La disminución de las hormonas tiroideas séricas induce a su vez un 
retraso en el crecimiento y expansión de los ductos y alveolos durante la 
pubertad, sugiriendo un papel importante de las mismas en este proceso 
(Vonderhaar y Greco. 1982).  
 
 La insulina y los glucocorticoides juegan también un papel esencial, en 
tanto y cuanto, su disminución genera defectos en el metabolismo y en la 



















 Figura 3: Influencias hormonales en el desarrollo postnatal de la glándula 
mamaria. La hormona del crecimiento (GH), el insulin-like growth factor1 (IGF1) y 
los estrógenos actúan en combinación para inducir la proliferación y elongación de los 
ductos durante la pubertad. La presencia de hormonas tiroideas, insulina y 
glucocorticoides también es necesaria para la correcta formación de la estructura 
glandular mamaria. 
 En este punto, se produce de nuevo una detención del desarrollo mamario, 
hasta que tiene lugar el embarazo, donde la glándula sufre de nuevo cambios 
morfológicos y de desarrollo con el objetivo de prepararse para la lactancia (Watson 





 1.2.3. ETAPA ADULTA: EMBARAZO Y LACTANCIA. 
 El embarazo constituye la fase de la glándula mamaria en la cual ésta alcanza 
el máximo grado de desarrollo y se prepara para ejercer su función, proveer nutrientes 
al recién nacido. Para conseguir este grado de especialización tan elevado se requiere 
de estructuras funcionales, que solo aparecerán en este estadio bajo la influencia del 
contexto hormonal propio de esta situación fisiológica (Lee et al. 2012). Dichos 
requerimientos estructurales y funcionales son: la ramificación terciaria de los ductos 
para generar los alveolos, y la rápida proliferación y diferenciación de las células 
epiteliales luminales para adquirir un fenotipo secretor. Dos hormonas son las 
principales reguladoras de estos procesos durante el embarazo, la prolactina (PRL) y 
la progesterona (Pg), aunque existen otras que también influyen (figura 4): 
 Por lo que concierne a la PRL, se han llevado a cabo experimentos con 
ratones knockouts, tanto de PRL como de su receptor. En dichos ratones, se 
observa un desarrollo postnatal normal con la consiguiente bifurcación y la 
ramificación del árbol ductal. Sin embargo, el desarrollo lobuloalveolar y la 
secreción de leche durante el embarazo y lactancia se ven enormemente 
frenadas, mostrando su papel fundamental a lo largo de estos procesos 
(Ormandy et al. 1997). La vía de señalización activada por la unión de la 
PRL a su receptor, induce la cascada de JAK/STAT5 explicada más 
adelante.  
 
 Se ha evidenciado un efecto directo de la Progesterona (Pg) tanto en la 
extensa ramificación del árbol ductal como en la alveologénesis. Junto con 
la PRL, es capaz de promover la diferenciación y la especialización del 
epitelio luminal, encargado de secretar leche después del parto (Macías et al 
2012). Existen dos isoformas del receptor de la progesterona (PgR), la 
isoforma A y B, las cuales se generan por el uso de promotores alternativos 
del mismo gen. Experimentos silenciando ambas isoformas, han demostrado 
que el PgRB es el necesario para mediar los efectos de la Pg en la glándula 
mamaria (Hennighausen et al. 2005). Recientes publicaciones han 
investigado las vías por las que la Pg actúa de forma paracrina, consiguiendo 




estas señales mediadoras, se ha identificado el ligando del receptor activador 
de NF-B (RANKL), el cual actúa sobre las células adyacentes activando la 
vía de señalización de NF-B (González- Suarez et al. 2010). 
 Otras hormonas circulantes de gran importancia son los 
glucocorticoides. Durante el embarazo se observa un incremento hasta tres 
veces superior del cortisol circulante, así como de la expresión del receptor 
de los glucocorticoides; descendiendo ambos parámetros a la normalidad 
después del parto (Alexandrova. 1986). Este incremento junto con 
experimentos en los que se ha suprimido su señal, han evidenciado su papel 
fundamental en la activación de la síntesis y la secreción de la leche. 
Concretamente se ha demostrado que, los glucocorticoides inducen el 
desarrollo del retículo endoplásmico rugoso (RER) y el sellado de las 
uniones intercelulares estrechas para evitar el reflujo de leche, además de 
regular la transcripción de genes lactógenicos como la β-caseína y la α-
lactoalbúmina (Casey et al. 2007).  
 
 Por otro lado, la interacción de la insulina con su receptor también se 
ha identificado como un mecanismo esencial para la diferenciación del linaje 
alveolar y para la síntesis de los componentes lípidicos y proteicos de la 
leche. De hecho, en un reciente artículo se ha descrito que ratones knockout 
del receptor de la insulina presentan la mitad de alveolos y una disminución 
del 60% y 75% en el contenido de caseína y gotas de lípidos, 
respectivamente. Además en preparaciones de acini in vitro, se observó que 
la adición de insulina favorecía la formación del lumen alveolar, 
incrementaba el tamaño de la glándula mamaria, así como el tamaño de los 
acini y el contenido de caseína y de gotas de lípidos (Neville et al. 2013).  
 
 En general, las hormonas de acción lactopoyética inducen los cambios 
morfológicos necesarios que facilitan a la glándula mamaria la síntesis de los 














 Figura 4: Influencias hormonales en los acini de la glándula mamaria 
durante la gestación. La acción conjunta de la prolactina y la progesterona durante el 
embarazo estimulan la diferenciación de los alveolos, además de la formación de 
ramificaciones secundarias y terciarias en el árbol ductal. Los estrógenos, los 
glucocorticoides, la insulina y las hormonas tiroideas también contribuyen a este fin. 
 Después del parto con el comienzo de la lactancia, la elevación de la PRL va 
acompañada de una caída de la Pg (Neville et al. 2002). Esta elevación del cociente 
PRL/Pg es esencial para el incremento de la producción de proteínas de la leche, 
además de facilitar el cierre de las uniones intercelulares que evitan el reflujo lácteo 
(Loizzi et al. 1985; Virgo et al. 1974). En este mismo sentido, también se ha descrito 
que un incremento del mencionado cociente facilita la activación de SREBF1 (sterol 
regulatory element-binding transcription factor 1), factor principal responsable de la 
regulación de la síntesis de los componentes lipídicos de la leche (Mohammad et al. 
2013). Es importante remarcar que, durante la lactancia las adaptaciones fisiológicas 




uno de los más activos en la captación de nutrientes circulantes: glucosa, 
triacilglicéridos, ácidos grasos libres y aminoácidos (Robinson y Williamson, 1977; 
Viña y Williamson, 1981). Todas estas adaptaciones metabólicas, aparecen con el fin 
de sintetizar los diferentes componentes que van a constituir la leche, tales como: 
lactosa, caseína, lactoalbúmina, ácidos grasos, etc (figura 5) (Viña et al. 1981; Ben-
Jonathan et al. 2006). Este incremento del flujo a la glándula mamaria aumenta 
también la cantidad de hormonas circulantes, entre ellas la insulina. La acción 
anabólica de la insulina en el periodo postgestacional se ve potenciada por la 
inducción de la expresión de receptores de insulina que produce la PRL circulante 










 Figura 5: Cambios metabólicos necesarias para la síntesis y secreción de los 
constituyentes de la leche. La lactancia induce un incremento de la demanda del flujo 
sanguíneo y de la disponibilidad de nutrientes que llegan a la glándula mamaria para 




 Finalmente, después de la lactancia cuando la función secretora del epitelio 
ya no es requerida, gran parte de los alveolos deben eliminarse, a través de la muerte 
celular programada de las células que lo componen. Esta regresión tras la lactancia, 
o involución, es el ejemplo cuantitativamente más importante de muerte celular 
fisiológica en un tejido adulto. Constituye una serie perfectamente regulada de 
eventos, mediante los cuales se retira aproximadamente el 80% del epitelio mamario 
tras unos días de destete dependiendo de la especie (Monks et al. 2008). La lactancia 
se puede reiniciar mediante el estímulo de succión por parte de las crías, siempre que 
hayan transcurrido pocas horas del cese del amamantamiento. Esta fase reversible de 
la involución tiene una duración aproximada de 48 horas, después de la cual el 
proceso se vuelve irreversible debido al colapso de las estructuras alveolares y a la 
remodelación de la matriz estromal, que viene acompañada de la rediferenciación de 
los adipocitos (Green et al. 2004; Zaragozá et al. 2009).  
2. LA INVOLUCIÓN: MODELO FISIOLÓGICO PARA 
EL ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR 
PROGRAMADA Y LA REMODELACIÓN TISULAR. 
 La magnitud de la remodelación tisular que se produce durante el ciclo de 
desarrollo de una mama normal es única (Schedin et al. 2007). En primer lugar, la 
glándula mamaria es el único órgano del cuerpo que alcanza su estado 
completamente diferenciado en la etapa adulta con la lactancia. Por esta razón, con 
la excepción del estado de embarazo/lactancia, el epitelio mamario persiste siempre 
en un estado incompleto, no funcional, constituido fundamentalmente por una red 
de conductos epiteliales y alveolos relativamente rudimentarios incrustados en la 
grasa mamaria (Richert et al. 2000). En segundo lugar, esta remodelación histológica 
no solo se limita a los procesos de desarrollo, sino también a la regresión 
postlactancia, conocida también como involución, que acontece cuando cesa la 
succión por parte de las crías, al final de la lactancia (Watson et al. 2011). 
 La involución de la glándula mamaria constituye un proceso altamente 
complejo en el que el tejido lactante sufre una extensa y rápida remodelación, hasta 




al. 2007; Schedin et al. 2007; Hughes et al. 2013). Durante la involución podemos 
distinguir dos fases: una reversible y dependiente de p53, que tiene lugar hasta las 48 
h del destete y se caracteriza por la apoptosis del epitelio secretor alveolar, sin que se 
produzcan grandes cambios en la arquitectura glandular (Green et al. 2004; Zaragozá 
et al. 2009). Conforme avanza la involución, entramos en la segunda fase de destete, 
de carácter irreversible e independiente de p53. En esta fase se produce la activación 
de proteasas que degradan la membrana basal y la matriz extracelular, conduciendo 
al colapso de las estructuras túbulo-alveolares (Schedin et al. 2007). A su vez, en esta 
segunda fase, se produce la adipogénesis, o rediferenciación de los adipocitos, de 
modo que la glándula se remodela hasta llegar a un estado similar al que tenía antes 









 Figura 6: Secuencia de cambios morfológicos e histológicos observados en la 
glándula mamaria durante el ciclo embarazo/lactancia. En el corte histológico de la 
glándula lactante se observan secciones transversales de acini intactos, mientras que en 
los cortes de destete se empieza a observar la apoptosis del epitelio secretor alveolar, en 
forma de desprendimientos de células al lumen de los acini. En la segunda fase de destete 




de la glándula por los adipocitos, con el fin de volver a la estructura pregestacional. 
Escala: 75 µm. 
2.1. MUERTE CELULAR PROGRAMADA.  
 La muerte celular programada o apoptosis es un proceso fisiológico en el cual 
determinados estímulos bien endógenos o ambientales activan un programa genético 
que culminan en la muerte celular, sin alteraciones en la estructura o  fisiología tisular 
global (Hockenbery, 1995). A nivel molecular, dos vías principales conducen a la 
apoptosis celular: la vía extrínseca o de receptores de muerte, y la vía intrínseca o 
mitocondrial (Ouyang et al. 2012). La vía extrínseca o de receptores de muerte, como 
su nombre indica, se activa por la interacción entre una señal de muerte celular como 
el factor de necrosis tumoral (TNF), y su receptor de membrana, en la superficie 
celular. Esta señal activa una caspasa iniciadora (-8 o -10), y esta a su vez una caspasa 
ejecutora (-3, -6 o -7) (Kidd et al. 2000). Por otro lado, la vía intrínseca o mitocondrial, 
desencadenada por estrés del retículo endosplásmico (ER) o por daño en el ADN;  
activa la expresión del gen supresor de tumores p53, que a su vez activa la expresión 
de proteínas proapoptóticas de la familia bcl-2 (bax, bak y bid), las cuales se 
translocan a la membrana mitocondrial externa, induciendo la salida del citocromo 
c al citosol (Zhao et al. 2012). El citocromo c (citosólico) forma un complejo con los 
factores citoplásmicos Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) y la procaspasa-9 
en presencia de ATP. Este complejo, denominado apoptosoma produce la activación 
de la caspasa-9, que a su vez corta y activa otras caspasas, como las caspasas -3 y -7 
permitiendo la digestión de dianas cruciales que afecten a la viabilidad celular (Haupt 
et al. 2003; Ouyang et al. 2012).  
 La apoptosis, a menudo, se utiliza como sinónimo de “muerte celular 
programada” (MCP), porque muchos de los principales eventos de muerte celular se 
han identificado como tal. Sin embargo, trabajos más recientes han mostrado que, 
en particular, bajo circunstancias en las que las células se vuelven refractarias a la 
apoptosis, otras vías conducen a la MCP (Lockshin et al. 2004). En el caso de la 
involución, proceso en el cual se produce una MCP masiva del epitelio secretor, se 




La apoptosis típica se caracteriza a nivel general por: constricción de la membrana, 
disminución del tamaño celular, agrupación de orgánulos y densificación del 
citoplasma. Los cambios a nivel nuclear constituyen los rasgos más característicos, 
entre los que existe una condensación de la cromatina en masas densas bien 
definidas. El proceso finaliza con un desensamblaje de la estructura celular hasta 
formar vesículas rodeadas de membrana denominadas “cuerpos apoptóticos”, que se 
componen de citoplasma y orgánulos muy agrupados, pudiendo contener también 
fragmentos nucleares (Kanzler et al. 2000). Estos cuerpos apoptóticos serán 
fagocitados por las células sanas adyacentes del parénquima o por macrófagos, donde 
se degradarán con rapidez dentro de los lisosomas, gracias a su actividad enzimática 
(Maghsoudi et al. 2012). Sin embargo, durante la involución de la glándula mamaria 
se encuentran varias características atípicas que difieren de la apoptosis clásica. Entre 
éstas, la existencia de dos núcleos hipercondensados, hinchazón de las células (en 
contraste con la contracción de la membrana y la densificación del citoplasma) y 
ausencia de formación de invaginaciones en la membrana, por tanto ausencia de los 







 Figura 7: Análisis de la morfología de células en programas de MCP por 
microscopia electrónica de transmisión. A) Secuencia de cambios morfológicos 
observados a lo largo de un proceso de apoptosis típica. B) Célula pertenecientes a la 




de formación de invaginaciones en la membrana (flechas) y dos núcleos 
hipercondensados (triángulos). C) Célula pertenecientes a la involución de la glándula 
mamaria a las 24 h de destete, donde se observa una vacuola almacenadora de lípidos 
(asterisco). D) Célula con un patrón de apoptosis típico, con los llamados cuerpos 
apoptóticos (triángulo) (Adaptado de Kreuzaler et al. 2011; Berghe et al. 2013). Escala: 
2 µm.  
 Teniendo en cuenta todas estas características, Kreuzaler et al. decidieron 
indagar en el mecanismo inductor de este tipo especial de apoptosis. Utilizando 
ratones mutantes knockout de caspasas-3 y -6, las principales ejecutoras de la apoptosis 
clásica, se observó que la involución transcurría en un modo normal. Por tanto, 
pensaron en la idea de que otro tipo de señales estaban implicadas en la inducción de 
la MCP de las células epiteliales. Identificaron STAT3, como una de las señales 
esenciales para el inicio de la involución después del destete, además de estar 
involucrado en la sobreexpresión de catepsinas y en la disminución de Spi2A (un 
inhibidor de catepsinas) (Kreuzaler et al. 2011). 
 Además durante la lactancia, observaron una disminución notable de las 
proteínas estructurales de la membrana lisosomal, LAMP1 y 2 (Kreuzaler et al. 2011). 
Dicha disminución les hizo pensar en una posible sensibilización de los lisosomas a 
la acción de determinantes agentes (como calpaínas, estrés oxidativo,…), los cuales 
podrían favorecer la liberación del contenido lisosomal. Su trabajo se centró en 
elucidar que efectivamente la MCP de las células epiteliales estaba mediada a través 
de una permeabilización de la membrana lisosomal (PML), liberándose el contenido 
de los lisosomas a medida que trascurre la involución. A favor de esta idea, vieron 
que las catepsinas B y L tenían incrementada tanto su expresión, como su actividad 
a lo largo del destete. El análisis por inmunohistoquímica reveló que, a pesar de que 
la catepsina B principalmente colocalizaba con LAMP2 durante la lactancia, con el 
inicio de involución esta colocalización se reducía drásticamente, sugiriendo la idea 













 Figura 8: Resumen del modelo propuesto para la apoptosis atípica a través 
de la permeabilización de la membrana lisosomal. La estasis de leche, como 
consecuencia de la ausencia de succión por parte de las crías, podría activar 
determinadas señales (Calpaínas, estrés oxidativo, etc) que facilitarían la salida de las 
catepsinas al citosol. El incremento de STAT3 al inicio de la involución induce un 
incremento de la expresión de catepsinas junto con una disminución del inhibidor de las 
mismas (Spi2A). Además durante la lactancia se va produciendo una progresiva 
disminución de la proteína integral de membrana LAMP2, que confiere fragilidad al 
lisosoma y facilita la MCP a través de la PML.   
2.2. REMODELACIÓN TISULAR POST-LACTANCIA.  
 La glándula mamaria de los roedores constituye un modelo ideal para el 
estudio de la acción de proteasas y de la remodelación tisular, ya que en dicho 
modelo la actividad proteasa es alta, sobre todo durante la pubertad y el destete. La 
remodelación postnatal de la glándula ocurre tanto en la pubertad, con el desarrollo 
del árbol ductal mamario, como con la involución de la glándula mamaria, durante 
la regresión postlactancia (Watson et al 2008). En estas etapas, la glándula mamaria 




matriz se activan durante la remodelación de la glándula mamaria, las 
metaloproteasas de matriz (MMP) y las catepsinas (Green et al. 2005).  
 Las MMP son una extensa familia de proteasas dependientes de Zinc (Zn2+) 
capaces de degradar la matriz extracelular. Se sintetizan como zimógenos y sus 
miembros pueden ser divididos en ocho grupos con respecto a su estructura (Benaud 
et al. 1998). La mayoría de los miembros de la familia son secretados a la matriz, a 
excepción de seis que se mantienen unidos a la membrana. En cuanto a su 
nomenclatura, se puede referir a ellas tanto por la actividad específica que ejercen, 
por ejemplo, colagenasa-1; como por un sistema de denominación numérica más 
reciente, en este caso MMP1. La actividad de las MMP viene regulada in vivo a través 
de sus niveles transcripcionales; la acción de inhibidores endógenos,  los inhibidores 
tisulares de metaloproteasas (TIMP) (Zhang et al. 2009) y por la activación a partir 
de una forma  de proenzima latente (Wiseman et al. 2003). Entre los factores de 
transcripción involucrados en la regulación de la expresión de estas proteasas está el 
ácido retinoico, fundamental también durante el desarrollo mamario (Zaragozá et al. 
2007). La familia de las MMP constituye uno de los efectores de la fase irreversible 
de la involución postlactancia, la cual comienza aproximadamente a las 48 h de 
destete (Werb et al. 1996; Li et al. 1997). Durante esta fase, se da una expresión 
sustancial de MMP que contribuyen a la degradación de la membrana basal, 
fenómeno que también conduce a la apoptosis de las células luminales y a la 
involución global de la glándula mamaria (Lund et al. 1996).  
 Otra familia de proteasas que participan en la segunda fase de la involución, 
es la familia de las catepsinas. Esta familia de hidrolasas lisosomales son capaces de 
degradar proteínas a un pH ácido. Sin embargo, aunque presenten también actividad 
a pH neutro, un aumento del pH, por lo general, resulta en un plegado irreversible 
reduciendo su tiempo de vida en el citosol. Pueden ser divididas en tres subgrupos 
según el aminoácido de su centro activo: catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W 
tienen una cisteína en su centro activo; catepsinas D y E tienen el ácido aspártico y 
la catepsina G tiene una serina (Palermo et al. 2008). Las catepsinas funcionan 
principalmente como endopeptidasas dentro de los compartimentos 




variantes, la catepsina D (CD), la catepsina L y la catepsina B son las que presentan 
una mayor relevancia a lo largo de la involución (Castino et al. 2008).  
 Durante el destete, la función principal de la CD es actuar como una 
endopeptidasa, y se cree está involucrada tanto en la remodelación del estroma de la 
glándula mamaria, cuando es liberada al espacio extracelular, como también en la 
muerte celular mediada por la permeabilización lisosomal (Zaragozá et al. 2009; 
Kreuzaler et al. 2011). La CD sufre diferentes modificaciones postraduccionales a lo 
largo de las distintas etapas de desarrollo de la glándula mamaria, y este 
procesamiento da lugar a diferencias de actividad enzimática, que llevan a un mejor 
ajuste de su actividad. De hecho, al inicio de la involución, se han detectado cambios 
en el patrón de glicosilación, con una reversión de dicho patrón al cuarto día de 
involución (Margaryan et al. 2010). En este sentido, nuestro laboratorio también 
identificó la nitración como una de las modificaciones postraduccionales que sufre la 
CD a las 72 horas de destete, lo que conduce a un aumento de su actividad 
proteolítica, favoreciendo la degradación de la membrana basal y de la matriz 
extracelular (Zaragoza et al. 2009). En general, las complejas modificaciones 
postraduccionales de esta peptidasa están lejos de ser totalmente descubiertas, 
aunque se sabe que dichos cambios pueden tener un impacto en su función a lo largo 
de un proceso dinámico como la involución postlactancia de la glándula mamaria. 
 Como se ha descrito anteriormente, los lisosomas parecen jugar un papel 
esencial en la MCP de las células epiteliales a través de la PML (Kreuzaler et al. 2011), 
pero también son importantes las catepsinas para la remodelación de la matriz 
extracelular. En este sentido, durante la involución de la glándula mamaria existe un 
incremento de la expresión de catepsinas lisosomales (Zaragozá et al. 2009) lo que 
puede inducir a la idea de que dichas proteasas vayan a jugar un papel esencial en la 
remodelación postlactancia y en la MCP de las células epiteliales (Kreuzaler et al. 
2011).  
 Otro tipo de proteasas no tan específicas de matriz, pero también activas a lo 
largo de la involución, serían las calpaínas (Arnandis et al. 2012). La historia de las 
calpaínas se remonta a mediados de los años 60, cuando Guroff describe por primera 




cerebro de rata, que posteriormente fue purificada como una enzima, a partir de 
extractos musculares de pollo por Ishiura et al. en 1978. Esta proteasa se denominó 
“calpaína”. Este nombre deriva de las similitudes que presentaba con dos proteínas 
conocidas en ese momento: la calmodulina, que es la proteína que regula la 
transducción de la señales mediadas por Ca2+en la célula, y la papaína, una cisteín 
proteasa presente en la papaya (Ohno et al. 1984). En el apartado tres se describen 
más detalladamente diversos aspectos fisiológicos y patológicos de las calpaínas, 
además de sus implicaciones en diversos orgánulos celulares. 
 Por tanto, se puede decir que por todas las características anteriormente 
mencionadas, el tejido mamario es un excelente modelo in vivo donde estudiar la 
regulación de dos procesos fundamentales: la muerte celular programada por un 
lado, y por otro, la diferenciación y proliferación. Ambos procesos ocurren 
físicamente en el mismo tejido y en las mismas condiciones de destete, pero cada uno 
acontece sobre diferentes tipos celulares. En este sentido, la muerte celular o 
apoptosis acaece sobre las células que componen el epitelio secretor, mientras que la 
proliferación y diferenciación tiene lugar en los adipocitos. 
2.3. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN.  
 Gracias a los experimentos de sellado de tetilla de forma unilateral, se ha 
conseguido demostrar que la muerte celular programada (MCP) del epitelio, se inicia 
a las pocas horas por la acumulación de leche en la glándula, más que por la caída 
de las hormonas lactogénicas (Hanwell y Linzell. 1973; Nguyen et al. 2000; 
Hanayama et al. 2005). Así pues, permanecen por elucidar a nivel molecular cuáles 
serían las señales principales encargadas de desencadenar esta MCP del epitelio 
secretor. Entre las posibles señales identificadas como mediadoras: 
 i) La acumulación de leche, causada por la falta de succión, podría someter a 
las células alveolares a tensión mecánica o deformación física. Esta tensión podría 
ser, per se, el primer estímulo para activar la expresión y liberación de factores locales, 
que iniciarían la involución de la glándula mamaria (Quaglino et al. 2009). Hasta este 




(LIF), el cual a su vez activa STAT3 (Kritikou et al. 2003) para iniciar la cascada 
apoptótica. 
 ii) Cambios sistémicos en los niveles de hormonas, sobretodo de PRL y 
glucocorticoides (Anantamongkol et al. 2012). Con la pérdida de la lactancia, la leche 
se acumula dentro de la luz alveolar, y los niveles de hormonas lactogénicas 
sistémicas caen, entre ellas la PRL y los glucocorticoides. Esta caída sistémica de los 
niveles de hormonas que no es esencial en la primera fase de destete, debe producirse 
para poder avanzar a la segunda fase de carácter irreversible (Nguyen et al. 2000). 
 iii) Pérdida de señales de supervivencia debido a la interrupción del contacto 
celular con la membrana basal/extracelular (interrupción de contactos célula-matriz) 
(Sakakura et al. 2013). 
 Además de estas señales iniciadoras de la muerte celular del epitelio secretor, 
el proceso de involución así como la progresión a lo largo de las distintas fases 
involutivas, debe estar sometido a una estrecha regulación para que se produzca la 
perfecta coordinación  y el tejido involucione en la dirección adecuada (Sutherland 
et al. 2007). Estudios llevados a cabo por nuestro grupo, así como por otros grupos 
del área, han demostrado que muchos de las vías que presentan cambios de expresión 
en la glándula mamaria durante la involución, participan también en el proceso y 
desarrollo de la transformación neoplásica del tejido mamario (Watson et al. 2006). 
De ahí que, vías de señalización con gran relevancia en el campo oncológico, sean 
las principales mediadoras del proceso involutivo: la familia de los STATs, NF-κB, 
el NO, la vía de PI3K/AKT y diversas proteasas van a jugar un papel fundamental 
en la regresión postlactancia (Li et al. 1997; Brantley et al. 2000; Moorehead et al. 
2001; Baxter et al. 2007; Zaragozá et al. 2009). A continuación se detallan los efectos 
y acción de estas vías en el contexto de la involución. 
 2.3.1. RELEVANCIA DEL BALANCE STAT3/STAT5 TRAS EL CICLO 
EMBARAZO-LACTANCIA. 
 Los factores de transcripción de la familia de los STATs, juegan un papel 




embarazo, la lactancia y la involución (Vafaizadeh et al. 2010; 2012;  Bertucci et al. 
2010). El inicio de la involución, se caracteriza por cambios en el balance de los 
miembros de esta familia, concretamente se detecta un cambio en los niveles de 
STAT3/STAT5 (Walker et al. 2013a). El estado de fosforilación, que determina la 
actividad de estos factores de transcripción, cambia rápidamente al comienzo de la 
involución, y su estudio es importante para el seguimiento del progreso de este 
proceso (Sutherland et al. 2007).  
 En el pico de la lactancia, la vía JAK/STAT5 es muy importante para el 
funcionamiento de la glándula; ya que STAT5 juega un papel en la activación de la 
transcripción de genes que codifican proteínas de la leche (β-lactoglobulina, β-
caseína, la proteína ácida del suero, etc), en respuesta a un aumento de PRL. En la 
actualidad, se sabe que dicho factor viene codificado por dos genes diferentes, 
STAT5a y STAT5b, cuyas proteínas participan en gran cantidad de vías de 
señalización (Walker et al. 2013a, b).  De hecho, la deficiencia de STAT5a en ratones, 
resulta en una disminución en el desarrollo de la glándula mamaria. Por otro lado, 
la supresión de STAT5b por sí solo, da como resultado un fenotipo, que es idéntico 
al observado en ratones deficientes en el receptor de PRL, confirmando el hecho de 
que todas las funciones fisiológicas mediadas por PRL requieren STAT5a/b. Como 
consecuencia de esto, se sabe que STAT5 juega un papel clave, en el desarrollo 
lóbulo-alveolar que tiene lugar durante el embarazo, así como en el mantenimiento 
del epitelio secretor a lo largo de la lactancia (Caffarel et al. 2012; Iavnilovitch et al. 
2002).  
 Tras el destete, durante las primeras horas de acumulación de leche (3-6 h), se 
induce la expresión de TGFβ3, que junto con LIF (Kritikou et al. 2003), hacen 
disminuir los niveles de STAT5a y STAT5b fosforilados, a la vez que se incrementa 
la fosforilación y activación de STAT3 con acción proapoptótica (Chapman et al. 
1999). Esto induce la muerte celular programada del epitelio secretor durante el 
destete (Li et al. 1997; Teglund et al. 1998). La activación de STAT3 es crítica para el 
inicio de esta MCP, y su ausencia reduce drásticamente el número de células 
apoptóticas, aunque no suprime por completo la MCP (Chapman et al. 2000). La 
mayoría de los genes cuya expresión viene modulada por STAT3 participan en 




el proceso de involución, se ha visto que cuando STAT3 se transloca al núcleo, 
favorece la trascripción de genes que facilitan el transcurso de la MCP a través de la 
permeabilización de la membrana lisosomal, como la catepsina B. A su vez, impide 
la expresión de los inhibidores de catepsinas, como Spi2A (Resemann et al. 2013).  
 Por otro lado, dado que STAT3 y STAT5 regulan genes implicados en la 
proliferación y la supervivencia, no es sorprendente que la desregulación de STAT3 
y STAT5 se produzca comúnmente en el cáncer de mama. Como se ha comentado, 
aunque estas proteínas sean estructuralmente similares, presentan efectos divergentes 
y opuestos a nivel de la expresión génica y del fenotipo celular  (Watson et al. 2008). 
De hecho, si se compara la involución de la glándula mamaria con respecto a los 
diferentes tipos de cáncer de mama, nos encontramos ante una paradoja; ya que, el 
factor de transcripción STAT3 aumenta durante la involución de la glándula, y en el 
70% de todos los tipos de cáncer. En los cánceres de mama, la activación  simultanea 
de STAT3 y STAT5 se asocia con una mayor supervivencia de los pacientes, si se 
compara con los pacientes que solo presentan un aumento de STAT3 (Walker et al. 
2013a, b). 
 2.3.2. IMPLICACIÓN DE NF-B. 
 El factor de transcripción NF-κB, sigue un patrón de activación claramente 
regulado durante las distintas fases del desarrollo de la glándula mamaria (Brantley 
et al. 2000). NF-κB es un factor de transcripción que se localiza en el citoplasma unido 
a proteínas inhibidoras denominadas IκBs (Hoffmann et al. 2002). En la ruta 
canónica de NF-κB, el dímero formado por las subunidades p65 y p50 se mantiene 
en el citosol unido a su inhibidor IκBα. La fosforilación de IκBα por la IκB kinasa 2 
(IKK2) sirve como señal para que se produzca la ubiquitinación y degradación del 
inhibidor. Una vez liberado del inhibidor, el complejo formado por las subunidades 
p65/p50 se trasloca al núcleo, donde se une al promotor de sus genes diana 
implicados en procesos de señalización inter- e intracelular (Clarkson et al. 2000).  
 La actividad de NF-κB aumenta durante el embarazo, cae en la lactancia y 
aumenta de nuevo en la involución del tejido mamario (Connelly et al. 2010), lo que 




De ahí que, nuestro laboratorio se propusiera estudiar las dianas génicas de este factor 
de transcripción. Mediante experimentos de ChIP/chip se identificaron las dianas 
génicas de NF-κB en el contexto de la involución de la glándula mamaria. Gran parte 
de dichas dianas estaban implicadas en procesos de apoptosis, uno de los eventos que 
caracteriza la involución. Concretamente genes como Foxo 3, Trp73, Capn1, Capn2 y 
Csl se detectaron como dianas de dicho factor de transcripción (Torres et al. 2011). 
La regulación de las calpaínas por NF-κB centró nuestra atención, de ahí que se 
continuara con el posterior estudio de las calpaínas en el contexto de la involución 







 Figura 9: Mediante ChIP/Chip se identificaron posibles sitios de unión de 
NF-κB a lo largo del destete. A) Para la subunidad p65 se encontraron 4.532 genes 
potenciales de unión, mientras que para p300 (coactivador transcripional, acetil 
transferasa) fueron 10.322. Dicho análisis nos permitió encontrar 268 dianas génicas 
significativas comunes para ambas subunidades. B) Entre dichas dianas, aparecían 
genes implicados en procesos de transducción de señal y de apoptosis, dos de los eventos 
que caracterizan la involución. Concretamente genes como Trp73, las calpaínas (tanto 
la 1 como la 2) y la Catepsina L vienen modulados por dicho factor de transcripción. C) 
Por experimentos de RNApol CHIP se comprobó la trascripción a tiempo real de estos 




 2.3.3. PAPEL DEL NO. 
 El óxido nítrico (NO) juega un papel fundamental en la remodelación post-
lactancia de la glándula mamaria; modificando determinadas proteínas y actuando 
como señal reguladora del proceso de MCP (Zaragozá et al. 2010). Lizuka et al. 
demostraron que tras el destete se produce un aumento de NO (Lizuka et al. 1998), 
lo que conduce a la formación de especies más reactivas como el peroxinitrito, las 
cuales son capaces de producir alteración en los lípidos de membrana, daño al DNA 
y nitración de proteínas, modificando su función. Estos resultados sitúan al NO 
como una de las moléculas implicadas en MCP (Davis et al. 2001). Pero además, 
trabajos previos realizados en nuestro laboratorio identificaron a NF-κB como 
responsable de la inducción de la expresión de óxido nítrico sintasa 2 (NOS-2) 
durante la involución. Dicha enzima, es la encargada de producir NO en 
concentraciones elevadas, lo que explica el aumento de NO observado a medida que 
avanza el destete (Zaragozá et al. 2005b). Por otro lado, el déficit de GSH, que 
también conduce a la involución de la glándula mamaria, actúa por la misma vía, 
produciendo un aumento de los niveles de NO y de proteínas nitradas (Zaragozá et 
al. 2005a). 
 Siguiendo esta línea de investigación, en los últimos años hemos 
profundizado en el papel y la relevancia del NO como molécula de señalización 
intracelular. Las respuestas celulares a este radical libre dependen de la concentración 
del NO generado; a bajas concentraciones el NO actúa como transductor de señales 
mientras que a niveles elevados induce apoptosis y puede ser citotóxico (Brüne et al. 
1999). En este sentido, se ha visto que el NO es una molécula altamente reactiva, que 
produce la nitración y/o nitrosilación de numerosas proteínas, alterando su función 
biológica. Por espectrometría de masas, hemos identificado a la catepsina D (CD) 
como una de las proteínas nitradas en el destete a las 72h. La CD es una proteasa 
aspártica lisosomal que, en el rango de pH 2.8-5.0, puede degradar proteínas 
estructurales, y hormonas polipeptídicas (Radisky et al. 2010). Esta proteasa también 
es un mediador esencial en los procesos apoptóticos, debido a su actividad 
proteolítica. De hecho, se ha observado que la CD madura se trasloca del lisosoma 
al citosol donde actúa sobre proteínas proapoptóticas de la familia Bcl-2, viéndose 




concluyen con la liberación del citocromo c al citosol y la activación de las caspasas 
(Droga-Mazovec et al. 2008). Además de su papel en la vía mitocondrial, la CD 
también actuaría durante la involución de la glándula mamaria, favoreciendo la 
degradación de la matriz extracelular y la repoblación del tejido por adipocitos 
(Radisky et al. 2010). La nitración de dicha proteína durante el destete produce un 
aumento de su actividad proteolítica, favoreciendo su actividad a nivel de la matriz 
extracelular (Zaragozá et al. 2009).  
 De hecho, podría decirse que las diversas vías que participan en la regulación 
del proceso involutivo se encuentran estrechamente ligadas y reguladas, cooperando 
entre ellas, con el fin de dejar la glándula preparada para un nuevo ciclo de 
embarazo/lactancia (Baxter et al. 2007; Schedin et al. 2007). Un ejemplo de 
interregulación entre vías, se presenta cuando en ratones knockout de NOS-2, se 
observa un fenotipo en el que los niveles de NO están disminuidos existiendo a su 
vez un aumento de la fosforilación de STAT5, que conduce a un retraso en el inicio 
de la involución (Zaragozá et al. 2010). In vitro también se observan efectos de 
interrelación entre vías cuando por ejemplo, se aumentan los niveles de nitritos en el 
medio de células de cáncer de mama luminales (MCF-7). En dichos experimentos, 
se observa la activación de la vía de NF-B, ya que el inhibidor citoplásmico de este 
factor de transcripción, IκBα, es degradado de forma proporcional a medida que se 
incrementa los niveles de NO (Bosch. A, 2013).  
 2.3.4. VÍA DE PI3K/AKT. 
 La ruta PI3K/AKT, presenta un papel importante en diversidad de funciones 
celulares tales como el crecimiento y la supervivencia celular, la división, el 
metabolismo, la apoptosis y la capacidad de migración (Baxter et al. 2007). Además, 
se ha visto que esta vía está involucrada en la regulación de la involución de glándula 
mamaria, ya que se ha demostrado que cuando se sobreexpresa, la involución se 
retrasa (Moorehead et al. 2001). En este sentido, un regulador negativo de dicha vía, 
PTEN, potencia la apoptosis en el epitelio de la glándula mamaria del ratón (Dupont 




 A lo largo de la involución se ha observado que no solo disminuyen los niveles 
de AKT total de forma considerable, sino que la activación del mismo, a través de 
fosforilación (pAKT), también se reduce de forma dramática (Strange et al. 2001). 
Esta disminución, se correlaciona con el inicio de la fase apoptótica durante la 
involución. Más allá de la mera correlación, se ha conseguido demostrar la 
importancia de esta vía en la involución, gracias al uso de ratones transgénicos que 
sobreexpresan AKT de forma específica en la glándula mamaria (Schwertfeger et al. 
2001). Varios estudios han demostrado que la expresión y activación constitutiva de 
AKT induce un retraso en la remodelación postlactancia, como era de esperar dado 
su carácter antiapoptótico (Hutchinson et al. 2001). El mecanismo principal por el 
que AKT ejerce este efecto de supervivencia, es a través de la fosforilación e 
inactivación de moléculas de gran relevancia en la apoptosis como caspasa- 9, Bad y 
FOXO3a (Baxter et al. 2007). 
 La vía de señalización de AKT constituye un ejemplo de interrelación entre 
vías, ya que alguno de sus mediadores interaccionan directamente con los STATs 
para modular su acción (Macías et al 2012). En este sentido, se ha observado que el 
factor de transcripción STAT5 activado por la PRL, es capaz de unirse a secuencias 
consenso en el locus de AKT, para iniciar la transcripción de AKT1, isoforma 
específica de la glándula mamaria, la cual genera un gran efecto global de 
supervivencia. Por otro lado,  el factor de transcripción STAT3 es capaz de inducir 
la expresión de dos subunidades inhibidoras de la PI3K, p50α  y p55α, alterando la 
composición de la PI3K y por tanto restringiendo su actividad (Abell et al. 2005). 
Otro mecanismo por el que STAT3, ejerce este efecto inhibitorio sobre esta vía, es 
por la inducción de la síntesis de una proteína IGFBP5 (Insulin-like growth factor 
binding protein-5), que se une al IGF1, y lo mantiene secuestrado en micelas de 
caseína, impidiendo que ejerza su efecto proliferativo (Tonner et al. 1997).   
3. IMPLICACIÓN DE LAS CALPAÍNAS DURANTE LA 
REMODELACIÓN POSTLACTANCIA. 
 Como se ha comentado, estudios previos en nuestro laboratorio, demostraron 




funciones fisiológicas, como la señalización celular y la apoptosis (Torres et al. 2011). 
Entre todas las dianas génicas de NF-κB a lo largo del destete, se seleccionaron para 
su posterior estudio las calpaínas: Capn1 y Capn2. Tres motivos llevaron a esta 
decisión: el primero, es la gran importancia de las proteasas durante la remodelación 
postlactancia; el segundo, que aún permaneciera por elucidar su papel durante el 
destete y el último, es que la muerte celular programada trascurriera a través de una 
permeabilización de la membrana lisosomal, siendo éstas las potenciales inductoras 
de dicha permeabilización. Experimentos a posteriori del grupo nos llevaron a 
confirmar que efectivamente conforme avanza la involución, existe un aumento de 
la expresión de estas proteasas que junto con un aumento considerable de la 
actividad, las convierten en elementos protagonistas del proceso involutivo, 
confirmando su importancia y trascendencia en la muerte celular programada 
(Arnandis et al. 2012).  
3.1. ASPECTOS GENERALES DE LAS CALPAÍNAS. 
 Las calpaínas son una familia de cisteín-proteasas citosólicas, capaces de 
escindir porciones limitadas de sus sustratos para inducir un cambio irreversible de 
su función (Franco et al. 2005). Entre dichos sustratos se encuentran proteínas del 
citoesqueleto y de membrana, canales iónicos, factores de trascripción, moléculas 
trasductoras de señales, etc (Schiefer et al. 2013). El control de la actividad de estas 
proteasas está determinado por las concentraciones de Ca2+ (Campbell et al. 2012). 
De hecho, se ha observado que en condiciones de sobrecarga de calcio, cuando la 
actividad de estas enzimas es máxima, menos de un 5% de las proteínas son 
hidrolizadas por estas enzimas (Liu et al. 2008). Por tanto, las calpaínas tendrían una 
función reguladora al hidrolizar las proteínas, en lugar de ser meras proteasas con 
función degradativa. 
 Las calpaínas, que actúan a pH neutro, han sido encontradas en casi todos los 
organismos, desde mamíferos hasta Drosophila Melanogaster, así como en levaduras, 
bacterias, y plantas (Croall et al. 2007). Se conocen gran cantidad de miembros de 
esta familia, de los cuales las más abundantes y mejor caracterizadas son la µ-calpaína 




μ-/m-calpaína hace referencia precisamente a la concentración de Ca2+ requerida por 
cada una de ellas para su activación in vitro (μM o mM respectivamente) (Dutt et al. 
2002; Dargelos et al. 2008). Ambas existen como heterodímeros, cada una con una 
subunidad catalítica distinta codificada por el gen Capn1 y Capn2 respectivamente; y 
una subunidad reguladora, común a ambas, codificada por el gen Capn4 (Bevers et 
al. 2008). Estas dos calpaínas son importantes para el correcto desarrollo de diversos 
procesos fisiológicos en vertebrados, hasta el punto de que ratones knockout para la 
CAPN2 no completan su desarrollo embrionario (Dutt et al. 2006). En la siguiente 
tabla se presentan ejemplos de consecuencias biológicas debidos al silenciamiento o 
a la mutación de diversos genes de calpaínas (tabla 1) (Croall et al. 2007). 







3.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES 
 Tanto la CAPN1 como la CAPN2 son heterodímeros formados por una 
subunidad mayor de 78-80 kDa (subunidad catalítica) y una más pequeña de 28 kDa 
(subunidad reguladora). La secuencia aminoacídica de la subunidad mayor es 
diferente para cada una de estas calpaínas, aunque comparten una homología del 
60%. Según esta secuencia aminoacídica, podemos diferenciar cuatro dominios (dI-
dIV) en la subunidad catalítica, mientras que la subunidad reguladora presentaría dos 
dominios (dV y dVI) (figura 10). Las características de cada dominio serían: 
  i) El dominio I (dI), ubicado en el extremo aminoterminal de la subunidad 
catalítica, constituye una α-hélice que interacciona con el dominio VI (dVI) y que 
contribuye a la estabilidad de la proteína (Wu et al. 2007). Además contiene un sitio 
de autolisis y una homología del 72-86% entre especies (Goll et al. 2013). 
 ii) El dominio II (dII) está subdividido según resultados de estudios 
cristalográficos en dos subdominios dIIa y dIIb, y contiene una secuencia similar a 
la detectada en el centro activo de la papaina. Mediante mutagénesis dirigida se han 
identificado los aminoácidos implicados en la catálisis enzimática. La triada 
catalítica de CAPN1 está formada por Cys115, His272 y Asn296 mientras que para 
la CAPN2 está formada por Cys105, His262 y Asn286. Estos aminoácidos son los 
responsables del mecanismo de catálisis general de las cisteín-proteasas (Wu et al. 
2007).  
 iii) El dominio III  (dIII)  está formado por ocho láminas β y tiene homología 
con una región de la proteína quinasa C, la cual se conoce que interacciona con Ca2+ 
y fosfolípidos de membrana (Gil-Parrado et al. 2003). En concreto, se ha propuesto, 
que una zona acídica dentro de dIII, podría tener un importante papel en la 
activación de la calpaína por Ca2+ (Goll et al. 2003)  
 iv) El dominio IV (dIV) constituye la parte carboxiterminal de la subunidad 
catalítica. Presenta cierto grado de homología con la calmodulina y cinco secuencias 
de unión a Ca2+ del tipo mano EF. La dimerización de las dos subunidades está 




dIV y dVI (Dutt et al. 1998), que no solo están altamente conservados, sino que 
presentan un alto grado de identidad entre ambas subunidades. 
 v) El dominio V (dV) constituye la parte aminoterminal de la subunidad 
reguladora y está constituida fundamentalmente por residuos hidrofóbicos y 
múltiples residuos de glicina. Existen evidencias de la implicación de esta subunidad 
como mediadora de la interacción de las calpaínas con membranas (Fernández- 
Moltalván et al. 2006)  
 vi) El dominio VI (dVI) conforma la parte carboxiterminal de la subunidad 
reguladora y presenta cinco secuencias de unión a Ca2+del tipo mano EF, además de 
cierto grado de homología con la calmodulina (como el dIV). En este sentido, otras 
proteínas con cinco secuencias de unión al Ca2+ del tipo mano EF también se ha visto 
que forman dímeros y que se asocian a membranas, dos de las propiedades que 








 Figura 10: Representación esquemática de la estructura general de las 
calpaínas. Se indican los dominios de la subunidad catalítica de las calpaínas (imagen 
superior) y el lugar de corte autocatalítico de la misma cuando es activada por calcio, así 




 Existen hasta 14 miembros diferentes de la familia de las calpaínas en 
mamíferos. Se puede definir como criterio para identificar una molécula como un 
miembro de la familia de las calpaínas, la existencia de cierta homología (≥20-25%) 
de secuencia, con el dI y dII de las calpaínas ubicuas (CAPN1 y CAPN2) (Croall et 
al. 2007). Estos 14 genes tienen propiedades muy divergentes, si no se tiene en cuenta 
la homología con el dI y el dII (Sorimachi et al. 2011). A su vez, los miembros de esta 
familia pueden agruparse en dos categorías generales: calpaínas "típicas", se define 
como aquellas calpaínas que en su estructura incluyen en el dIV, motivos del tipo 
mano EF y las calpaínas "atípicas", que no tienen en el dIV secuencias de este tipo 
(algunos incluso carecen del dIV), por lo que no está claro si son Ca2+-dependientes 









 Figura 11: Los miembros de la familia calpaína presentan una arquitectura 
modular. La presencia de los dominios dI y dII sirve para incluirse dentro del grupo 
calpaína caracterizando a la familia, sin embargo, la distinción entre típicas o atípicas 
viene determinada por la presencia de los cinco dominios tipo mano EF de unión a Ca2+. 
Abreviaciones: C2, región 2 conservada de la protein kinasa C (dominio involucrado en 
la unión a fosfolípidos); IV 
dEF,
 es un dIV con motivos tipo mano EF degenerados con 




interaccionar con los microtúbulos y el tráfico de moléculas; ZN, dominio dedo de Zn2+; 
SOL, dominio pequeño del lóbulo óptico. 
3.3. ACTIVIDAD CALPAÍNA Y SU REGULACIÓN. 
 La actividad de la calpaína está regulada principalmente por la presencia de 
Ca2+, tanto temporal como espacialmente (Suzuki et al. 1979). Habitualmente, la 
calpaína se encuentra como un heterodímero en el citosol, en situación inactiva, 
unida a su inhibidor fisiológico, la calpastatina (Lopatniuk et al. 2011). En respuesta 
a un incremento de los niveles de Ca2+ intracelular, la enzima se desplaza hacia la 
membrana (Suzuki et al. 1992), donde existe mayor probabilidad de que existan 
incrementos locales en las concentraciones de Ca2+ que lleven a su activación 
(Campbell et al. 2012). En la membrana, la calpaína se activa en presencia de una 
elevación de los niveles de este ion y la unión a fosfolípidos (Saido et al. 1992). Por 
tanto, el Ca2+ es capaz de regular la actividad de las calpaínas mediante tres 
mecanismos fundamentales: la autoproteólisis, la unión a calpastatina y la 
traslocación a membranas (Pal et al. 2001) (ver figura 12). Existe un cuarto 
mecanismo de regulación de la actividad calpaína, donde el Ca2+ no juega un papel 






 Figura 12: Mecanismo de activación de las calpaínas. El incremento en los 
niveles de calcio lleva a la activación de la calpaína a través de la autoproteólisis. Para 
que la calpastatina pueda ejercer su función, y por tanto inhibir a la calpaína, esta 




 3.3.1 AUTOPROTEÓLISIS. 
 Un incremento de los niveles de Ca2+ en regiones próximas a las calpaínas 
provoca la autoproteólisis, es decir, la hidrólisis autocatalítica del dominio I (dI) y 
del dominio V (dV) (extremos amino-terminales de las dos subunidades). En 
ausencia de Ca2+, los subdominios que constituyen el dominio catalítico dIIa y dIIb, 
se encuentran separados debidos a restricciones conformacionales impuestas por los 
aminoácidos que componen la proteína (Goll et al. 2003). Esta restructuración de la 
enzima debido a la presencia de Ca2+, facilita la formación de un sitio catalítico 
funcional (Chou et al. 2011). Por ejemplo, para la CAPN2 se pueden encontrar al 
menos tres sitios diferentes de unión al Ca2+: a los dominios tipo calmodulina (IV y 
VI), a un bucle ácido presente en el dominio III y al dominio proteolítico (dominio 
II) (Moldoveanu et al. 2002). 
 Dicho mecanismo de autoproteólisis sugiere la idea de que, como muchas 
otras proteasas, las calpaínas se sintetizan como proenzimas y requieren de un paso 
previo de proteólisis para ejercer su actividad. La principal consecuencia biológica 
de la autolisis es la disminución de los requerimientos de Ca2+ necesarios para su 
activación, pasando de 3-50 a 0.5-2 µM para la CAPN1 y de 400-800 a 50-150 µM 
para la CAPN2, sin afectar a la especificidad por el sustrato (Li et al. 2004). 
 3.3.2. UNIÓN A CALPASTATINA 
 La calpastatina, es el único inhibidor natural conocido de la calpaína, que 
también está implicado en su regulación (Wendt et al. 2004). Se trata de una proteína 
monomérica, estable al calor y resistente a la urea y al tratamiento con SDS (Otsuka 
et al. 1987). Un solo gen codifica la calpastatina, sin embargo, han sido identificadas 
hasta el momento en mamíferos, más de ocho isoformas diferentes, debido a 
mecanismos de splicing alternativo y a la presencia de varios promotores, (Parr et al. 
2001; Takano et al. 2000). 
  La calpastatina contiene seis dominios: XL, L, I, II, III y IV. El dominio XL 
se encuentra en la parte N-terminal de la proteína. Algunas isoformas carecen de esta 




(PKA) (Cong et al. 1998), que podrían participar en la regulación de su actividad y 
en su localización (Averna et al. 2003). El dominio L presenta heterogeneidad entre 
las distintas isoformas, ya que su gen alberga promotores alternativos y múltiples 
sitios de splicing. Un estudio reciente mostró que el dominio L también podía mediar 
interacciones con calpaína de forma independiente de Ca2+ (Melloni et al. 2006). Los 
otros cuatro dominios, del dI al dIV comparten cierta homología. Cada una de estas 
regiones es capaz de inhibir una molécula de calpaína, con lo que en teoría, una 
molécula de calpastatina debería ser capaz de inhibir cuatro moléculas de calpaína 
(Hanna et al. 2007). Cada uno de estos dominios (I-IV) presentan tres subdominios 
repetidos en tándem, llamados A, B y C. La región B es la que posee actividad 
inhibidora, mientras que las regiones A y C simplemente potencian el efecto 
inhibidor de la región B (Todd et al. 2003) (Figura 12). En presencia de Ca2+, la región 
A y la región C interactúan con el dominio IV y el dominio VI de la calpaína 
respectivamente, posicionando así la región inhibidora B en la vecindad del sitio 
activo de las calpaínas (Stabach et al. 1997). Dado que se requiere la interacción de la 
calpastatina con ambas subunidades de calpaína para una inhibición adecuada, solo 





 Figura 13: Diagrama esquemático de la estructura de la calpastatina. En ella 
se pueden apreciar, los seis dominios por los que está constituida. El dominio XL puede 
sufrir fosforilaciones que afecten a su regulación o incluso a su localización.  
 3.3.3. TRASLOCACIÓN A MEMBRANAS  
 La traslocación a membrana de las calpaínas ha sido observada en multitud 




de activación (Molinari et al. 1994). Los dominios proteicos implicados en la 
interacción con la membrana parecen ser el dIII (tipo C2) y/o el dV (rico en dominios 
hidrofóbicos y Gly) (Kawashima et al. 1992). El papel que tiene la traslocación a la 
membrana en la regulación de la actividad de las calpaínas está por determinar, pero 
podría servir para: 
 i) reducir los requerimientos de Ca2+ debido a la interacción con proteínas y/o 
 lípidos de membrana (Coolican et al. 1984), 
 ii) mantenerlas fuera del alcance de la calpastatina (Molinari et al. 1997), 
 iii) aproximarlas a sus sustratos localizados en membrana (Youn et al. 2009) 
 y 
 iv) localizarlas en regiones con elevadas concentraciones y/o flujos de calcio 
 (Hood et al. 2006). 
 3.3.4. FOSFORILACIÓN. 
 Además de estos tres mecanismos generales de regulación, se ha visto que la 
fosforilación de la calpaína puede ser otro mecanismo importante para la regulación 
de su actividad. De este modo, se ha demostrado que factores de crecimiento tales 
como Epidermal Growth Factor (EGF) son capaces de activar a la CAPN2 mediante 
fosforilación mediada por Extracelular signal-Regulated Kinase (ERK) tanto in vivo 
como in vitro; y que esa activación puede ocurrir incluso en ausencia de un flujo de 
Ca2+en el citosol (Glading et al. 2004). Por otro lado, la fosforilación de la calpaína 
en Ser-369 en el dIII por la PKA, restringe el movimiento del dominio manteniendo 
la calpaína en su estado inactivo. Se puede decir que según el tipo celular y el 
contexto, la fosforilación actúa en uno u otro sentido (Dargelos et al. 2008). 
3.4. FUNCIÓN FISIOLÓGICA DE LAS CALPAÍNAS.  
 Aunque su descubrimiento data de la década de los sesenta, las funciones 
fisilógicas de las calpaínas permanecen sin precisar con exactitud (Momeni et al. 
2011). Sin embargo, la identificación de sustratos fisiológicos junto con estudios 
moleculares y farmacológicos han proporcionado claras evidencias acerca de la 




 De entre todos los sistemas proteolíticos intracelulares, las calpaínas 
presentan determinadas peculiaridades, que las hacen únicas. En este sentido, el 
sistema ubiquitin- proteasoma degrada y elimina proteínas diana previo etiquetado 
de sus sustratos con ubiquitina (Tanaka et al. 2009). El sistema de digestión a través 
de la vía autofagia- lisosomas, degrada principalmente componentes celulares no 
específicos, incluyendo proteínas y microorganismos, contenidos en las membranas 
de los autofagosomas con el fin de eliminarlos y/o reciclarlos (Mizushima et al. 
2010). La familia de las caspasas constituye otro sistema importante de proteolísis 
intracelular, pero principalmente con funciones apoptóticas (Fiandalo et al. 2012). En 
contraste, las calpaínas difieren de los otros sistemas en tanto y cuanto no necesitan 
que sus sustratos estén previamente etiquetados interactuando directamente con 
estos, y participan en el procesamiento proteolítico de forma específica, en lugar de 
una mera degradación de proteínas. Con ello consiguen modular o modificar diversas 
propiedades del sustrato, entre ellas la actividad, la especificidad, la longevidad, la 
estructura e incluso la localización (Sorimachi et al. 2011). 
 
 Se han identificado más de cien proteínas diferentes que son dianas de las 
calpaínas. Entre ellas podemos encontrar proteínas del citoesqueleto (talina, 
vinculina, catenina, etc) (Liu et al. 2003),  proteínas de membrana (bomba Na+/Ca2+, 
PMCA2, etc), quinasas (PCK, FAK, etc) y factores de transcripción (C/EBP, p53, 
etc) (Dargelos et al. 2008). Dado este amplio espectro de sustratos, las calpaínas van 
a verse implicadas en diversas funciones, tanto fisiológicas como la migración, la 
proliferación celular, control del ciclo celular y la apoptosis; así como patológicas: 
diversos tipos de cáncer, diabetes tipo 2, distrofias musculares, enfermedades 
neurodegenerativas, etc. 
 
 3.4.1. MIGRACIÓN Y ADHESIÓN CELULAR. 
 La remodelación del citoesqueleto es quizás, una de la funciones mejor 
documentadas de las calpaínas (Lebart et al. 2006), y en este sentido, los componentes 
de los complejos de adhesión focal se encuentran entre sus sustratos más conocidos 
(Kulkarni et al. 1999; Franco et al. 2005). Las adherencias focales son grandes 
complejos proteicos dinámicos a través de los cuales el citoesqueleto de una célula se 




ensamblado dinámico y desmontaje de estas adhesiones focales, dando lugar a 
cambios tanto en la composición, como en la morfología de estos complejos (Webb 
et al. 2005).  
 Se ha visto que las calpaínas están implicadas en dichas reorganizaciones del 
citoesqueleto. Por ejemplo durante el proceso de miogénesis, se ha observado que la 
escisión de desmina, talina y fibronectina por la CAPN2 es necesaria para modificar 
la fluidez de la membrana y la organización del citoesqueleto, permitiendo de este 
modo la correcta fusión de los mioblastos (Dedieu et al. 2004). Considerando que la 
migración puede ser explicada como una sucesión de procesos de adhesión y de 
desadhesión, se ha visto que la CAPN1, controla la adhesión a través de la regulación 
de las Rho GTPasas, proteínas involucradas en la formación de lamelipodios, 
adherencias focales y fibras de estrés (Glading et al. 2002). Sin embargo la CAPN2, 
se la ha relacionado con el proceso de desadhesión a través de la proteólisis de talina, 
paxillina,  focal adhesion Kinasas (FAK), cortactina y espectrina (Liu et al. 2003). El 
resultado es la desorganización de las adhesiones focales (Perrin et al. 2006). 
 3.4.2. VÍAS DE SUPERVIVENCIA Y CICLO CELULAR. 
 
 Las calpaínas juegan un papel en el control de la supervivencia y el ciclo 
celular (Goll et al. 2003). Participan en la regulación de estos procesos a través de la 
escisión de diferentes tipos de moléculas como factores de transcripción (p53, c-Fos, 
c-Jun), ciclinas (ciclina D1) e inhibidores de ciclinas (p27Kip1); que a su vez se 
encargan del control del ciclo celular. Numerosos estudios apoyan esta idea, 
realizados en diferentes tipos celulares pero basados todos ellos en un mismo 
principio: el uso de inhibidores específicos de calpaínas o la sobreexpresión de 
calpastatina, el único inhibidor fisiológico conocido.  
 Por citar algunos estudios, Delma et al. comprueban que la degradación de un 
inhibidor de ciclinas quinasa, p27Kip1, dependiente de la proteína quinasas activadas 
por mitógenos, está mediada por calpaínas. Contribuyendo en este caso, a la baja 
estabilidad o degradación de p27Kip1, responsable de un peor fenotipo en líneas 
celulares trasformadas (Delmas et al. 2003). Por otra parte, para el caso de la ciclina 




ciclo celular, y sus niveles disminuyen cuando se depriva con suero las células 
(NIH3T3). Si en esta situación se inhiben las calpaínas, la disminución de la ciclina 
D1 con la consiguiente entrada en quiescencia no es observada, demostrando su clara 
implicación en este importante proceso (Goll et al. 2003). Otro grupo observó que la 
CAPN2 está involucrada en la correcta alineación de los cromosomas durante la fase 
metafásica de la mitosis (Honda et al. 2004). Con estos ejemplos, se demuestra que 








 Figura 14: Función de las calpaínas en el control y regulación del ciclo 
celular.  
 3.4.3. APOPTOSIS. 
 La implicación de las calpaínas en la apoptosis fue descrita por primera vez 
en 1993. Actualmente se desconoce el papel exacto de las calpaínas en la apoptosis, 
pero parece que su implicación quedaría limitada a ciertos tipos celulares y 
determinados estímulos (Harriman et al. 2002; Kim et al. 2002; Momeni et al. 2011). 
Existen muchas dificultades a la hora de definir el papel exacto de las calpaínas en la 





 La mayoría de las rutas apoptóticas descritas trascurren a través de cambios 
mitocondriales. En estas vías se produce una permeabilización de la membrana 
mitocondrial, la cual favorece la salida al citoplasma del citocromo c y otras proteínas 
proapoptóticas como Smac/DIABLO, AIF, etc. Una vez en el citosol, el citocromo 
c, junto con APAF-1 y en presencia de ATP, forma un complejo denominado 
apoptosoma, que activa la procaspasa-9 y desencadena la activación del resto de 
caspasas efectoras (Ghayur et al. 1997). 
 En este mismo sentido, se ha descrito que las calpaínas pueden influenciar en 
gran medida, la disfunción mitocondrial (Kar et al. 2010; Mizukoshi et al. 2010). Por 
un lado, las calpaínas pueden actuar sobre miembros la familia de bcl2 como Bid y 
Bax, facilitando la salida de factores proapotóticos de la mitocondria (Bevers et al. 
2008). También, ha sido descrito que la CAPN2 es capaz de escindir la procaspasa-
12 para generar un caspasa activa, y que escinde también la región del lazo del Bcl-
xl para transformar una molécula antiapoptótica en una molécula proapoptótica 
(Neuman et al. 2001). Sin embargo, también puede actuar directamente sobre factores 
iniciadores de la cascada apoptótica, activándolos e induciendo la liberación de los 
mismos, entre estos el AIF (Chen et al. 2001; Takano et al. 2005). El AIF truncado 
(tAIF), y por tanto activo, es capaz  de liberarse de la mitocondria e iniciar una 
apoptosis independiente de caspasas (Polster et al. 2005; Cao et al. 2007). 
 Como se ha comentado, también pueden presentar un papel antiapoptótico 
en determinados tipos celulares. Por ejemplo, la hidrólisis de la caspasa-3, -7, -8, -9 
por dichas proteasas presenta consecuencias antiapoptóticas (Bizat et al. 2003; Chua 
et al. 2000). Muchas de las proteínas antes mencionadas, son sustratos potenciales de 
las calpaínas y dependiendo de la señal recibida por la célula, las calpaínas van a 
degradar unos u otros comportándose como factores pro- o antiapoptóticos (Gafni et 
al. 2009). 
 3.4.4. DIFERENCIACIÓN CELULAR. 
 La actividad calpaína se ha visto involucrada también en procesos de 
diferenciación de células madre mesenquimales de diferentes linajes, tales como 




ha demostrado que durante la diferenciación de las células musculares, las calpaínas 
se trasladan a la membrana celular de mioblastos en respuesta a flujos de Ca2+ y 
participan en la degradación de proteínas de fusión (Dourdin et al. 1997; Cottin et al. 
2000). Por otro lado, también se ha descrito una implicación de las calpaínas en la 
regulación de la diferenciación de los preadipocitos 3T3-L1, en adipocitos (Yajima et 
al. 2006). Esta posible implicación, ha sido explicada de diversas formas, según el 
estadio de la diferenciación que se ha estudiado. Por un lado, durante la fase de 
expansión clonal de los 3T3-L1, la transición de preadipocito a adipocito viene 
controlada por la activación transcripcional del CCAAT/ Enhanced binding protein 
(C/EBP) debida a las calpaínas. La inhibición de éstas impedirían la unión de 
C/EBPβ, un activador transcripcional de C/EBPa los elementos reguladores 
C/EBP ubicados en el promotor del gen de C/EBP. Dicho factor, el cual funciona 
como un activador transcripcional pleiotrópico de numerosos genes de adipocitos, 
tales como la leptina, la adiponectina o PPAR; es considerado, junto con el PPAR 
un regulador esencial de la adipogénesis (Patel et al. 1999; Musri et al 2010).  
 Sin embargo, teniendo en cuenta que los adipocitos son células 
almacenadoras de energía e inmóviles, es de suponer que durante su diferenciación 
vayan a existir cambios morfológicos acompañados de alteraciones en la adhesión y 
en la motilidad. Dada la clara implicación de las calpaínas en estos dos procesos, otro 
grupo se propuso estudiar cambios en FAK (Focal adhesion kinasa). De hecho, 
observaron que en el proceso de diferenciación terminal de los adipocitos, la escisión 
de las FAK por parte de las calpaínas es un mecanismo necesario para la maduración 
final de los mismos, y la inhibición de éstas desemboca en un retraso en la 
diferenciación terminal (Li et al. 2007). 
3.5. IMPLICACIÓN DE LAS CALPAÍNAS EN PROCESOS 
PATOLÓGICOS 
 En el punto anterior, se ha explicado la gran variedad de funciones fisiológicas 
que pueden presentar las calpaínas, entre ellas: la regulación del ciclo celular, la 
diferenciación, la migración y adhesión celular, la regulación de la expresión génica 




al. 2012). De ahí que, se hayan observado defectos en su regulación en diversos 
procesos patológicos como: diversas distrofias musculares, diabetes mellitus tipo 2, 
cataratas, Alzehimer y otras enfermedades neurológicas, diversos tipos de cáncer, etc 
(Huang et al. 2001) (tabla 2). 
 La activación de calpaínas se ha identificado como un elemento común en 
una gran variedad de desórdenes neurológicos. Se cree que las calpaínas “clásicas” 
intervienen en los eventos moleculares que desembocan, en la “hiperfosforilación de 
tau” (Battaglia et al. 2003; Liu et al. 2005), una de las proteínas desreguladas en las 
neuronas de pacientes enfermos de Alzheimer (Garg et al. 2011). Otro desorden 
neurológico asociado a la actividad de la calpaína, es la enfermedad de Huntington. 
Las calpaínas, aunque también el proteasoma y las caspasas, han demostrado que 
pueden escindir la proteína HTT (Huntington protein) por multitud de lugares, 
generando fragmentos proteicos de elevada toxicidad, los cuales conllevan a la 
pérdida neuronal asociada a la enfermedad de Huntington (Vosler et al. 2008; 
Southwell et al. 2011). En la enfermedad de Parkinson, se ha observado que la α-
sinucleína, la proteína que constituye los cuerpos de inclusión o Cuerpos de Lewy 
localizados en el citoplasma de las neuronas de los enfermos de Parkinson, es 
también uno de los  sustratos típicos de las calpaínas. Además se ha observado una 
sobreexpresión de la CAPN2 en el cerebro de enfermos de Parkinson (Dufty et al. 
2007; Samantaray et al. 2013). 
 Por otro lado, a nivel muscular se ha observado la implicación de calpaína en 
numerosas distrofias/atrofias musculares. Por ejemplo, existe una desregulación de 
la homeostasis del Ca2+, que lleva a una sobreactivación de las calpaínas en la 
distrofia muscular de Duchenne (DMD). Esta enfermedad muscular se relaciona con 
un defecto en el gen que codifica la distrofina (una proteína citoplasmática que es 
clave dentro del complejo proteico que conecta el citoesqueleto de una fibra muscular 
con la matriz extracelular) (Briguet et al. 2008). En este sentido se ha observado, que 
la sobreexpresión de calpastatina, el inhibidor fisiológico de las calpaínas, reduce la 
sintomatología de la distrofia en un modelo de ratones con DMD (Spencer et al. 
2002). En otro tipo de distrofia muscular, llamada distrofia muscular de cintura o 
pélvica (LGMD2A) existe una mutación genética de la capn3 (p94) que afectan a las 




Dicho desorden neuromuscular está caracterizado por atrofia simétrica progresiva y 
debilidad de las extremidades proximales (Chae et al. 2001). Han sido identificadas 
más de 200 mutaciones diferentes para el gen que codifica la Capn3, conduciendo la 
mayoría de éstas a la pérdida de la actividad proteolítica. Dado que la expresión de 
la calpaína 3 se limita al músculo esquelético, no se han encontrado consecuencias 
patológicas a nivel del músculo cardíaco (Fanin et al. 2003). Las afecciones 
musculares generadas por defectos en la regulación de las calpaínas, se las agrupa 
con la denominación común de “calpainopatías” (Kramerova et al. 2007; Rajakumar 
et al. 2013). 
 Las alteraciones en la actividad calpaína también se las ha relacionado con 
otro tipo de patologías. Entre ellas, la formación de cataratas se asocia a una 
elevación de los niveles  de Ca2+, con la consiguiente sobreactivación proteolítica de 
CAPN2. Dicha falta de regulación de la CAPN2 es la causa principal del aumento 
de la escisión de las β-cristalinas, las cuales escindidas pierden su solubilidad, 
precipitan y generan la opacidad de esta estructura ocular (Nakamura et al. 2000).  
 Una de las calpaínas, que últimamente ha despertado más interés y por lo 
tanto ha sido más estudiada, por su posible implicación en la diabetes de tipo 2, es la 
calpaína 10 (Song et al. 2004; Buraczynska et al. 2013). Dicha proteasa también se la 
ha relacionado con enfermedades cardiovasculares (Smith et al. 2012), obesidad y 
niveles elevados de colesterol en sangre (Mendoza-Lorenzo et al. 2013). 
 Además recientemente, se ha observado que la actividad calpaína se 
encuentra elevada en la mayoría de cánceres (cáncer de mama, renal, leucemias, 
meningiomas, etc); y que esta se correlaciona directamente con la migración celular  
o invasividad (Roumes et al. 2010; Storr et al. 2011). Centrándonos en los tumores 
mamarios, se ha observado que la expresión de calpastatina y de CAPN1, están 
significativamente asociadas con diversos criterios clinicopatológicos incluyendo el 
grado del tumor y la expresión del receptor de estrógenos (ER) (Storr et al. 2012). 
Además, se detectó que una elevada expresión de CAPN2 en tumores basales o triple 
negativos en humanos, se asoció con una disminución de la supervivencia específica. 
Otro estudio realizado en líneas de carcinoma de mama de ratón, en la que estas se 




CAPN2 se correlacionaba con una reducción en la tasa de proliferación y migración 
in vitro, junto con un menor crecimiento tumoral. Mediante análisis bioquímicos se 
observó que la CAPN2 ejercía dicha acción a través de la vía PI3K-Akt-FoxO-p27 
(Ho et al. 2012). 
 En otros tipos de cáncer, la calpaína también se ha visto implicada en los 
mecanismos moleculares que definen la patogenia y las características de un tumor. 
Así por ejemplo, se ha descrito que la calpaína media la migración y la invasión 
celular y con esto la formación de metástasis, especialmente en los casos de cánceres 
de pulmón, de próstata e hígado (Leloup et al. 2011; Chen et al. 2013). Por otro lado, 
también se ha visto que participa en los efectos angiogénicos del Vascular endothelial 
growth factor (VEGF), mediante la regulación de la estructura de los filamentos de 
actina (Su et al. 2006). El uso de inhibidores específicos de calpaína como la 
calpeptina u otro tipo de inhibidores sintéticos, sería una manera eficaz de impedir 
el desarrollo de un tumor, mediante el bloqueo de la transformación y la proliferación 
de las células, así como la vascularización del tumor (Li et al. 2013). 
Tabla 2: Condiciones patológicas ligadas a defectos en el sistema calpaína. (Huang et 





3.6. DIANAS SUBCELULARES DE LAS CALPAÍNAS. 
 Como ya se ha comentado, una de las características que modulan en gran 
medida la actividad calpaína es la unión a membranas (Dargelos et al. 2008). De ahí 
que, existan numerosos estudios que investiguen el papel de las calpaínas a nivel de 
las membranas de diferentes orgánulos: lisosomas, mitocondrias y núcleos (Bevers et 
al. 2008).  
 3.6.1. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA MITOCONDRIA 
 Las calpaínas son fundamentalmente enzimas citosólicas, sin embargo, se ha 
observado actividad calpaína en diferentes orgánulos celulares, entre ellos las 
mitocondrias, detectándose CAPN1 y CAPN2 en la matriz mitocondrial y en el 
espacio intermembrana de mitocondrias de hígado de rata (Hood et al. 2004; Ozaki 
et al. 2007). En la mayoría de casos, la sobrecarga mitocondrial de Ca2+ induce la 
activación de las calpaínas y conduce a una disfunción mitocondrial, a través de la 
escisión de diversas proteínas (Bid, Bax AIF, etc), proceso asociado clásicamente con 
la muerte celular programada (García et al. 2005).  
 Un reciente estudio demostró una clara asociación entre la CAPN1 y las 
mitocondrias (Kar et al. 2010). En él se demostraba que, tanto la subunidad catalítica 
como la reguladora, están presentes en el espacio intermembrana mitocondrial. Los 
resultados prueban además, que la subunidad catalítica de la CAPN1 contiene una 
secuencia de direccionamiento mitocondrial en el extremo aminoterminal, gracias a 
la cual, la proteasa es importada a la mitocondria (Badugu et al. 2008). Por otro lado, 
en mitocondrias de rata se detectó CAPN2, y además se vio que esta escindía el canal 
aniónico regulado por voltaje (VDAC) de forma Ca2+ dependiente. Esta escisión de 




truncado (tAIF) de las mitocondrias, a través de poros mitocondriales formados por 
VDAC-Bax (Ozaki et al. 2009). 
 Otros estudios han obtenido conclusiones similares. En el sistema nervioso, 
se ha descrito que la activación de las calpaínas provoca la degradación de Bax, Bid 
y de p53 induciendo de esta manera la liberación mitocondrial del citocromo c 
(Raynaud et al. 2006). Por otro lado, a nivel del sistema cardiovascular el uso de 
inhibidores de la calpaína ha demostrado preservar la función mitocondrial en el 
tejido cardíaco después de una lesión isquémica (Neuhof et al. 2003; Trumbeckaite et 
al. 2003).  
 3.6.2. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL LISOSOMA 
 Los lisosomas, son orgánulos que contienen más de 50 tipos de hidrolasas 
capaces de procesar gran cantidad de macromoléculas celulares, para su posterior 
reutilización (Luzio et al. 2007). Entre las hidrolasas lisosomales mejor estudiadas y 
caracterizadas, tenemos la familia de las catepsinas, que ya se han explicado en 
apartados anteriores.  
 La liberación del contenido lisosomal al citolplasma, es decir, la salida de 
catepsinas y otras enzimas digestivas al citosol debido a la permeabilizción de la 
membrana lisosomal (PML), puede desencadenar diversas vías de muerte celular, 
tanto necróticas como apoptóticas  (Gocheva et al. 2006). Una vez en el citosol, las 
catepsinas pueden iniciar la vía intrínseca de apoptosis a través de la escisión de 
proteínas proapoptóticas de la familia Bcl-2 (Cirman et al. 2004). Es importante 
destacar que las catepsinas citosólicas también son capaces de desencadenar una 
muerte celular independiente de caspasas (Leist et al. 2001, Kreuzaler et al. 2011). Por 
lo tanto, el mantenimiento de la integridad de la membrana lisosomal es de suma 
importancia para la supervivencia celular (Kroemer et al. 2005). 
  Las vías de señalización que pueden conducir a una permeabilización de la 
membrana lisosomal dependen del tipo celular, pero se han llegado a identificar 




hierro, las fosfolipasas, las calpaínas y la catepsina B (Fehrenbacher et al. 2008). Por 
ejemplo, en el sistema nerviosos central, las calpaínas son las responsables de la 
PML. En dicho sistema, se ha descrito que la activación de las calpaínas lleva a la 
degradación de la proteína Hsp70, necesaria para la estabilización de la membrana 
lisosomal. Dicha escisión induce la permeabilización de esta membrana, la liberación 
de las catepsinas B, D y L y como consecuencia se promueve la apoptosis (Bröker et 
al. 2005; Yamashima et al. 2009). Este proceso de liberación de catepsinas por 
calpaínas, fue descrito por primera vez por Yamashima en 1998, y se conoce con el 
nombre de “hipótesis calpaína-catepsina". Se basa en la idea de que las calpaínas 
activas, median la desestabilización de la membrana lisosomal, a través de la 
degradación de proteínas ubicadas en dicha membrana, induciendo la difusión de 
catepsinas al citoplasma y núcleo, y por tanto, conduciendo a la muerte celular 
programada (Yamashima et al. 1998). 
 3.6.3. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL NÚCLEO 
 A nivel nuclear, la calpaína puede actuar a través de dos mecanismos 
diferentes. Por un lado, puede actuar escindiendo proteínas ubicadas en el citosol 
que, tras su procesamiento, se traslocan al núcleo donde ejercerán su función (Bevers 
et al. 2008). Entre este tipo de sustratos encontramos: p53, Glycogen synthase Kinase 3 
(GSK-3), β-catenina, cyclin-dependent kinase 5 (CDK5), etc. En este sentido, por 
ejemplo, la β-catenina es proteolizada por calpaínas en neuronas expuestas a 
glutamato, y dicha escisión induce su translocación al núcleo para activar la 
transcripción de genes (Abe y Takeichi, 2007). 
 El otro mecanismo por el que la calpaína podría ejercer su función en el núcleo 
es debido a su translocación directa al compartimento nuclear (Bano et al. 2010). Se 
ha publicado que en diferentes tipos celulares, la elevación transitoria de Ca2+ 
intracelular, somete a las calpaínas a una relocalización subcelular específica desde 
el citosol al núcleo, donde pueden degradar directamente factores de transcripción y 
proteínas nucleares (Neuberger et al. 1997; Watt et al. 1993). Entre este tipos de 
sustratos nucleares, se encuentran poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP) (Pellicciari 
et al. 2004), topoisomerasa I (Chou SM et al. 2011), Ca2+ calmodulin-dependent protein 




constituye la pérdida de la permeabilidad nuclear producida por las calpaínas en un 
modelo de excitotoxicidad neuronal, donde estas se translocan al núcleo y escinden 
proteínas del poro nuclear, como Nup153 o Nup62, alterando el trasporte nuclear y 



























































 La actividad de NF-κB aumenta durante el embarazo, cae en la lactancia y se 
incrementa de nuevo en la involución del tejido mamario (Clarkson y Watson, 1999). 
En un modelo experimental de sobreexpresión constitutiva de IKK2, y por tanto, de 
sobreactivación de NF-κB durante la involución, se observa una disminución de la 
producción de los componentes lácteos y una activación temprana de caspasa-3 
(Connelly et al. 2010). Gracias a experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio, 
se demostró que la activación y consiguiente translocación nuclear de NF-κB durante 
la involución inducía la expresión de NOS-2, hecho que explicaba el incremento de 
óxido nítrico observado con la retirada de las crías (Zaragozá et al. 2005). Dicho 
trabajo enfatiza la interconexión entre dos vías de gran importancia durante la 
involución: la vía del NO y del NF-κB. Siguiendo en esta línea, un trabajo posterior 
de nuestro grupo consiguió identificar y demostrar que a lo largo de la involución, 
NF-κB no solo regulaba la expresión de NOS-2, sino también la expresión de 
numerosos genes (268 dianas génicas) implicados en diversas funciones fisiológicas, 
como la señalización celular y la apoptosis; situando a este factor de transcripción 
como nodo de regulación central de numerosas vías (Torres et al. 2011). Entre todas 
las dianas génicas identificadas de NF-κB a las 48 horas de destete, como Foxo 3, 
Trp73 y Csl entre otras, se seleccionaron para su posterior estudio las calpaínas: Capn1 
y Capn2, dos proteasas cuya actividad viene modulada por los niveles de calcio 
intracelular. 
 Por otro lado, una de las primeras consecuencias del destete es la acumulación 
de leche en la glándula mamaria, conduciendo a su vez a una acumulación de calcio 
intracelular (Reinhardt et al. 2004). De ahí que, entre todos los genes modulados por 
NF-κB a las 48 horas de destete, se decidiera continuar con el estudio de las calpaínas, 
al ser éstas calcio-dependientes. En efecto, cuando se determinaron los niveles de 
actividad total de estas proteasas, se observó un incremento progresivo conforme 
avanza la involución. En vista de esto, decidimos plantearnos los objetivos 
principales del presente proyecto de tesis, los cuales pretenden elucidar el papel de la 
activación de las calpaínas en la remodelación tisular de la glándula mamaria tras el 




uno de los orgánulos celulares implicados en la muerte celular programada: 
mitocondrias, lisosomas y núcleo. Entre los objetivos propuestos, se encuentran: 
1. ELUCIDAR EL PAPEL Y LA IMPLICACIÓN DE LAS CALPAÍNAS EN LA 
MUERTE CELULAR PROGRAMADA DE LAS CÉLULAS EPITELIALES 
SECRETORAS.  
 Como ya se ha comentado anteriormente, las calpaínas participan en 
numerosas funciones, entre ellas la muerte celular programada. Cuando las calpaínas 
están inactivas se localizan en el citoplasma unidas a la calpastatina, su inhibidor 
fisiológico. En ocasiones se ha visto que cuando se activan, se translocan a 
membranas, degradando proteínas típicas de este compartimento subcelular como 
canales iónicos, transportadores o receptores de membrana, etc (Goll et al. 2003; 
Dargelos et al. 2008; Ozaki et al. 2009). La hipótesis sería que en nuestro modelo de 
involución de la glándula mamaria, las calpaínas una vez activadas por la 
acumulación de Ca2+, actuarían favoreciendo la muerte celular programada. En cada 
uno de los orgánulos se van a identificar dianas susceptibles al procesamiento por 
calpaínas, y las consecuencias biológicas de dicha proteólisis. 
 1.1. ESTUDIAR EL PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA 
 MITOCONDRIA.  
Aunque las calpaínas se consideran enzimas citosólicas, diferentes estudios 
han demostrado su presencia en la membrana mitocondrial (García et al. 2005), 
donde podrían ejercer determinadas funciones. Entre ellas, se ha demostrado que 
pueden favorecer la vía intrínseca de apoptosis (Sharma et al. 2004), no solo 
degradando transportadores sino también a través de la proteólisis/activación de 
determinadas proteínas del citosol, como Bax, Bid y p53 (Raynaud et al. 2006). 
Dichas proteínas una vez activadas se translocarían a la membrana mitocondrial, 
formando poros, liberando a través de éstos citocromo c y AIF, favoreciendo con 
ello la apoptosis (Cao et al. 2007). En este objetivo, se indagará en el papel de las 
calpaínas a nivel mitocondrial en relación con la muerte celular programada 





 1.2. ESTUDIAR EL PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL LISOSOMA.  
Puesto que nuestro grupo ya describió un incremento de la activación de 
las catepsinas a lo largo de la involución (Zaragozá et al. 2009), parece ser que los 
lisosomas podrían jugar un papel importante en la muerte celular programada de 
las células epiteliales. En efecto, recientemente se ha descrito que la muerte celular 
del epitelio mamario presenta características propias de una apoptosis atípica, en 
la que existe una permeabilización lisosomal a las pocas horas de destete 
(Kreuzaler et al. 2011). Por tanto, uno de los objetivos va a ser descubrir si las 
calpaínas podrían actuar como mediadoras de esta desestabilización lisosomal. 
Por otro lado, también se van a identificar dianas lisosomales susceptibles al 
procesamiento por calpaínas, que pueden estar implicadas en la desestabilización 
de la membrana de este orgánulo.  
 1.3. ESTUDIAR EL PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL NÚCLEO.  
Aunque se han estudiado en gran medida las mitocondrias, la membrana 
plasmática o el retículo endoplásmico durante la cascada de muerte celular, poco 
se sabe acerca de las alteraciones estructurales de la membrana nuclear y de los 
complejos de los poros nucleares. En este sentido, se ha descrito en un modelo de 
excitotoxicidad neuronal que las calpaínas son capaces de traslocarse al núcleo y 
escindir proteínas del poro nuclear, con el fin de facilitar la apoptosis de estas 
células (Bano et al. 2010). Partiendo de la evidencia de que las calpaínas se 
encuentran activas durante la involución, éstas también podrían translocarse a la 
membrana nuclear, facilitando la pérdida de la selectividad del transporte nuclear, 
y con ello la muerte celular de las células epiteliales secretoras. 
 El hecho de que las calpaínas puedan actuar sobre factores de transcripción 
como CEBPα o PARP, como se ha demostrado en diversos modelos in vitro (Patel 
et al. 1999; Kaur et al. 2011), nos hace pensar que estas podrían actuar en otro 
sentido diferente al apoptótico, en otros tipos celulares. De ahí que, indagar en el 
estudio de las calpaínas en este orgánulo podría generar gran interés, al verse 
implicados factores de transcripción o proteínas nucleares, que podrían jugar un 




2. REMODELACIÓN TISULAR. 
 Simultánea a la muerte celular del componente epitelial de la glándula 
mamaria, la involución también se caracteriza por una remodelación de la matriz 
extracelular y del estroma, junto con una repoblación del tejido por los adipocitos. 
Esta remodelación acontece fundamentalmente durante la fase irreversible de la 
involución, la cual comienza aproximadamente a las 48 horas de destete (Lund et 
al. 1996). Teniendo en cuenta que esta fase se caracteriza por una actividad 
significativa de diferentes proteasas, como metaloproteasas o catepsinas, este 
segundo objetivo se va a centrar en elucidar si las calpaínas, al igual que las 
proteasas anteriores, presentan algún tipo de implicación en la diferenciación y/o 
proliferación de los adipocitos en el contexto del destete mamario. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES Y EXTRACCIÓN DE LOS 
TEJIDOS. 
 En el presente trabajo se emplearon ratones hembra de la cepa C57BL/6  de 
Taconic, “wild type” (WT), estabulados hasta un máximo de 6 animales por jaula 
en el animalario de la Facultad de Medicina. Las condiciones del recinto se 
mantuvieron en todo momento controladas a una temperatura ambiental de 20-
22ºC y unos periodos alternativos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno (08:00 - 
20:00). Estos animales fueron alimentados ad libitum  con dieta sólida de laboratorio 
proporcionada por Harlan, y libre acceso al agua hasta el momento en que fueron 
sacrificados. Todos los experimentos fueron realizados entre las 10:00 y las 15:00 
horas para minimizar las posibles variaciones cíclicas diurnas. Se han utilizado al 
menos, de tres a cinco animales por condición experimental. 
 Los animales fueron tratados siguiendo estrictamente la Directiva 
2010/63/UE, y posteriormente el Real Decreto 53/2013, por el que se establecen 
las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 
experimentación y otros fines científicos. Los protocolos experimentales fueron 
aprobados por la Comisión de Investigación Experimental Ética de la Universidad 
de Valencia.  
 El modelo experimental se basa en un destete artificial. El periodo fisiológico 
de lactancia del ratón (M. Musculus) es de 21 días. Si se interrumpe la lactancia en 
su punto central (9-11 d), bien por causas naturales o artificiales, como en nuestro 
caso un destete forzado; se obtienen cambios más drásticos y la sincronización de 
los procesos de muerte celular. De este modo, los ratones se cruzaron y tras el 
nacimiento de las crías, los animales se dividieron en los siguientes grupos: 
 a) Ratones lactantes control: tienen entre 7-10 crías y se encuentran en el 
pico de la lactancia (9-11 días después del alumbramiento). 
 b) Ratones lactantes sometidas a distintas condiciones de destete: Formado 
por ratones de las mismas características que las del grupo control, a las que se les  




somete a destetes forzados mediante la retirada de las crías. Las crías fueron 
retiradas a las 6, 24, 48 y 72 horas antes de realizar los experimentos. Para los 
experimentos realizados con extractos de adipocitos mamarios también  se retiraron 












 Figura 15: Representación del modelo experimental empleado.  
 Para la obtención de muestras tisulares, los animales fueron anestesiados con 
tiopental sódico mediante inyección intraperitoneal (60 mg. Kg-1 de peso corporal, 
en 0.9 % NaCl). Después, las glándulas mamarias inguinales se extrajeron 
rápidamente, se lavaron con suero fisiológico, fueron secadas sobre papel de filtro 
e inmediatamente congeladas por la técnica del freeze-clamped (Quistorff et al. 1980). 
Los órganos ya congelados, se almacenaron a -80 ºC hasta su posterior procesado, 
excepto en el caso de muestras necesarias para estudios histológicos o muestras de 
tejido fresco necesarias para otros experimentos (ver más adelante). 
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2. ANTICUERPOS UTILIZADOS. 
 Los anticuerpos utilizados a lo largo de este proyecto de tesis vienen 
descritos en la tabla 3. Se indica dependiendo de la aplicación, la concentración 
óptima de uso, así como la referencia y la casa comercial. 
Tabla 3: Listado de anticuerpos usados, especificando la técnica en la que 
preferentemente han sido utilizados a la concentración optimizada. WB: Western blot. IP: 
Inmunoprecipitación, IF: Inmunofluorescencia. 
ANTICUERPO APLICACIÓN DILUCIÓN REFERENCIA 
Capn1 -COOH WB 1/4000 Abcam, ab39170 
Capn1 –COOH  IP 1/300 Abcam, ab39171 
Capn1 –COOH  IF 1/300 Abcam, ab39170 
Capn2-COOH  WB 1/1000 Biovision, 3372 
Capn2- COOH  IF 1/50 Cell signaling, 2539 
Capn1 -NH2 WB 1/1000 Abcam, ab28257 
Capn1 -NH2  IF 1/100 Abcam, ab28257 
Capn2-NH2 WB 1/1000 Abcam, ab39165 
AIF WB 1/1000 Abcam, ab1998 
ATP6V1B2 (VATB2) WB 1/1000 Abcam, ab73404 
Lamp2a WB 1/1000 Pierce Ab., PA1-655 
Citocromo c WB 1/1000 Santa Cruz, sc-7159 
TGN 38 WB 1/1000 Santa Cruz ,sc-33784 
α-Tubulin WB 1/1000 Santa Cruz, sc-5286 
GADPH WB 1/5000 Abcam, ab8245 
Calnexin WB 1/1000 Abcam, ab22595 
CcOx IV WB 1/1000 Abcam, ab33985 
CcOx IV IF 1/200 Abcam, ab33985 
LAMP2 WB 1/1000 Abcam, ab13524 
LAMP2  IF 1/200 Abcam, ab13524 
Nup153 WB 1/200 Abcam, ab93310 
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Nup107 WB 1/1000 Abcam, ab73290 
Nup98 WB 1/1000 Abnova, Mab6758 
Mab414 WB 1/5000 Covance, MMS-120 R 
Mab414  IF 1/400 Covance, MMS-120 R 
Mab414 IP 1/1000 Covance, MMS-120 R 
Histone H3 -NH2  WB 1/5000 Active Motif, 39763 
Histone H3 -NH2  IF 1/5000 Active Motif, 39763 
cleaved caspase-3 WB 1/1000 Cell Signalling (9661) 
cleaved caspase-3  IF 1/400 Cell Signalling (9661) 
Histone H3 –COOH WB 1/40000 Millipore, 07-690 
Perilipin WB 1/1000 Progen Bio., 651156 
Perilipin  IF 1/400 Progen Bio., 651156 
Histone H3K4me3 WB 1/1000 Millipore 07-473 
Histone H3K4me3  IF 1/150 Abcam, ab12209 
Histone H3K27me3 WB 1/1000 Abcam, ab6002 
Histone H3K27me3  IF 1/ 200 Abcam, ab6002 
Aldolasa WB 1/1000 Abcam, ab71433 
 
3. ESTUDIOS HISTOLÓGICOS. 
 Los tejidos de glándula mamaria lactante control y a diferentes tiempos de 
destete (6, 24, 48 y 72 h) se fijaron con paraformaldehído al 4%, y posteriormente 
se incluyeron en bloques de parafina. A continuación se realizaron cortes de 5μm 
de grosor, y se colocaron en un portaobjetos, con el fin de realizar bien tinciones 
con hematoxilina-eosina,  así como inmunofluorescencias.  
 
 3.1. TINCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA.  
 
 Dichas secciones ya cortadas en el portaobjeto, se desparafinaron en xileno, 
se rehidrataron a través de un gradiente descendente de alcoholes (100, 90, 70, 50 y 
30% de EtOH), y se lavaron con agua para eliminar el exceso de alcohol. A 
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continuación se tiñe con hematoxilina (10 min) y se lava en agua y alcohol ácido 
(EtOH con 1% HCl). Después se sumergen las secciones 30 segundos en eosina. En 
este paso se revierte el protocolo, de tal forma que se deshidrata de nuevo la muestra 
con un gradiente creciente de alcoholes (70°, 95° y 100°), y se incuba 10 minutos en 
xileno antes de realizar el montaje final. Las imágenes se tomaron con la cámara 
Leica DMD 108. 
 3.2. ANÁLISIS DE INMUNOFLUORESCENCIA. 
En este caso, las secciones también se desparafinaron y se rehidrataron a 
través de un gradiente descendente de alcoholes, pero en este caso el lavado final se 
realizó con PBS (Sigma). La exposición de los antígenos, se llevó a cabo hirviendo 
las muestras durante 10 min con una solución de citrato sódico 10 mM pH 6.0. 
Posteriormente, los cortes se bloquearon con una solución de suero de cabra, al 5% 
(Dako, Denmark) durante 1h a temperatura ambiente y se dejaron incubando 
durante toda la noche con los anticuerpos primarios especificados en la tabla 3, 
diluidos en PBS y 0.3% Triton-X100. Los secundarios Alexa Fluor 488 anti-ratón 
IgG, Cy3 anti-rata IgG (ambos de Invitrogen) y Cy3 anti-ratón IgG (Sigma Aldrich) 
diluidos 1:400 en una solución de PBS y 0.3% Tritón X-100, se usaron para la 
detección de los primarios. Las uniones no específicas del anticuerpo, se 
minimizaron incubando las muestras solo con anticuerpos secundarios (control 
negativo). Los núcleos siempre se han teñido con Hoechst 33342 (Invitrogen) 
diluido 1:1000 en agua destilada. Las imágenes fueron visualizadas y adquiridas 
mediante el microscopio confocal Leica TCS-SP 2 ubicado en la Unidad Central de 
Investigación de la Facultad de Medicina (UCIM) de la Universidad de Valencia. 
 
4. ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA. 
El ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP assay) permite 
identificar la unión de una determinada proteína o factor de trascripción al DNA. 
Partiendo de la glándula mamaria recién extraída, se añadió formaldehído (1%) 
diluido en PBS durante 9 min para establecer enlaces carbamida, entre el DNA y 
cualquier proteína que esté unida a él. Pasado este tiempo, la reacción se detuvo 
añadiendo glicina a una concentración final de 0.125 M. Los tejidos se 
MATERIAL Y MÉTODOS 
64 
 
homogenizan con un homogenizador de tipo Dounze mediante una solución de lisis 
celular compuesta por 85 mM KCl, 0.5% Nonidet P40, 5 mM HEPES, pH 8.0 junto 
con inhibidores de proteasas (Sigma). Los lisados celulares se centrifugaron a 3500 
g durante 30 min, y el precipitado nuclear así obtenido, se resuspendió en el tampón 
de lisis nuclear 10 mM EDTA, 1% SDS, 50 mM Tris-HCl, pH 8.1. 
 
 La cromatina se fragmentó mediante sonicación de 16 pulsos de 10 seg con 
una amplitud del 38% con descansos de 50 seg, en un sonicador Vibra-Cell VCX500, 
obteniéndose fragmentos de cromatina en torno a un tamaño aproximado de 500 
pb (pares de bases). Los extractos nucleares una vez sonicados, fueron centrifugados 
a 14000 g durante 10 min; y se continuó con los sobrenadantes, que contenían 
fragmentos de cromatina solubles. La concentración de la cromatina, se determinó 
diluyendo 1:200 (v/v) en 1 % de SDS. La medición se realizó a 260 nm en cubetas 
de cuarzo utilizando el espectrofotómetro UV-160. Como paso intermedio antes de 
seguir con el protocolo, se comprobó que los fragmentos de cromatina tuvieran un 
tamaño adecuado, mediante electroforesis en agarosa. Para esto, una alícuota de la 
cromatina sonicada y cuantificada, se purificó mediante el kit comercial PCR 
purification kit QIAquick® DNA (QIAGEN, Germany) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
Los sobrenadantes, que contenían la cromatina soluble (700-200 pb), se 
diluyeron en tampón de dilución 165 mM NaCl, 0.01 % SDS, 1.1 % Triton X-100, 
1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl, pH 8.0 a una concentración final de 4.5 U/ml. 
2 ml de la cromatina diluida, se prelavaron con beads de sefarosa A/G previamente 
bloqueadas, durante 4 h a 4°C en rotación. Las beads se bloquearon usando λDNA 
(50 µg/ml), tRNA (500 µg/ml), y BSA (10 mg/ ml). Aproximadamente un 10% de 
cantidad de muestra se guardó como Input o control positivo. Tras centrifugar las 
muestras, se tomaron alícuotas (4.5 U de cromatina /condición) de los sobrenadantes 
y se incubaron con 3 μg de anticuerpo específico frente a capn1 (-COOH) de Abcam 
(ab39171) durante toda la noche a 4°C en rotación (Inmunoprecipitado, IP). Otra 
alícuota de este sobrenadante, se trató del mismo modo, pero añadiendo un 
anticuerpo no relacionado (IgG), también llamado unrelated (UR). 
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Al día siguiente, IP y UR se incubaron con beads previamente bloqueadas, y 
los inmunocomplejos se lavaron mediante la utilización de tampones de baja 
salinidad (150 mM NaCl, 0.5% Deoxicolato Sódico, 0.1 % SDS, 1% Nonidet P-40, 
1 mM EDTA, 50 mM Tris–HCl), alta salinidad (500 mM NaCl, 0.5% Deoxicolato 
Sódico, 0.1 % SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 50 mM Tris–HCl), LiCl 
(250mM LiCl, 0.5% Deoxicolato Sódico, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA 
y 50mM Tris–HCl) y finalmente con tampón de elución, TE (0.25 mM EDTA, 10 
mM Tris–HCl) (Zaragozá et al. 2005; Torres et al. 2010).  
  
Los inmunocomplejos unidos aún a las beads, se separaron de estas mediante 
30 seg de agitación vigorosa con 95 μl de una solución de elución (1% SDS, 100 mM 
NaHCO3) proceso que se repitió durante dos veces. La cromatina unida al 
anticuerpo, precipitada y arrastrada por las proteínas A/G de las beads, se eluyó; y el 
DNA fue purificado con el kit QIAquick DNA. Para determinar si nuestra proteína o 
factor de transcripción, se unía a una determinada región del genoma, se realizó una 
PCR (semicuantitativa y/o a tiempo-real) con cebadores diseñados para amplificar 









Figura 16: Esquema de los factores implicados en el inicio de la transcripción y que 
se utilizan para la inmunoprecipitación de cromatina (ChIP).  
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 4.1. ANÁLISIS  POR PCR SEMICUANTITATIVA. 
 
 Se analizaron por PCR semicuantitativa los inmunoprecipitados resultantes 
del ChIP, realizado contra capn1. Tanto el input, el IP como el UR se analizaron 
por PCR con las siguientes condiciones de amplificación: 1 min a 93ºC, 40 ciclos 
de 1,5 min, seguido de 4 min a 72ºC. Cada uno de los 40 ciclos estaba comprendido 
por incubaciones a 93ºC, seguido de una incubación a la temperatura específica 
para cada amplicón (ver tabla 4) y a 72ºC, durante intervalos de 30 seg. Se utilizaron 
los pares de cebadores apropiados, para amplificar productos en torno 300 pares de 
bases de longitud, correspondientes al promotor de los genes que se indican (tabla 
4). 
 Tabla 4: Cebadores sintetizados en los promotores de los genes utilizados para las 
PCR semicuantitativa. S.: Tamaño del amplicón. T.: temperatura de hibridación (ºC). Pos.: 
Posición de hibridación con respecto al inicio de la transcripción. 
 
 Los fragmentos de PCR fueron separados por tamaño mediante  
electroforesis en gel de agarosa al 2% con tampón TAE (40 mM Tris- HCl, 20 mM 
ácido acético, 1 mM EDTA), teñidos con Red Safe (iNtRON biotechnology), y 
analizados con un sistema electrónico transiluminador de luz ultravioleta UVIdoc 
(UVITEC Limited). 
 
 4.2. ANÁLISIS POR PCR CUANTITATIVA. 
 
 Para llevar a cabo la cuantificación de los inmunoprecipitados usando la 
técnica de PCR a tiempo real, se utilizó el kit comercial FAST SYBR Green Master 
Mix (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados 
para la inmunoprecipitación contra capn1 se expresaron como el incremento 
relativo respecto al Input (control positivo) para los promotores (tabla 4) de los genes 
CEBPα y de la Leptina, utilizando la fórmula: 2(𝐶𝑡 𝐼𝑛𝑝𝑢𝑡−𝐶𝑡 𝐼𝑃). 
 
Gene Forward Primer (5’-3’) Reverse Primer (5’-3’) S. T Pos. 
C/EBPα TGACTTAGAGGCTTAAAGGA CGGGGACCGCTTTTATAGAG 283 58 -315 
Leptina GCCTTCTGTAGCCTCTTGCT GCTCCATGCCCTGCCTGC 301 62 -323 
MBP TTGTGTCCAAAGAAGCAGCG AGAGGTCTAAATGGCATCGC 239 60 -372 
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5. AISLAMIENTO Y CUANTIFICACIÓN DE RNA. 
 Para el aislamiento del mRNA total a partir de glándula mamaria de ratón 
lactante o a partir de extractos de adipocitos, se utilizó un reactivo comercial 
TRIzol® (Invitrogen), seguido de una purificación en columna (RNeasy, Qiagen). 
La cuantificación del RNA, se llevó a cabo mediante medida espectofotométrica a 
260nm usando el NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Technologies). Teniendo en 
cuenta, que uno de los pasos críticos para el éxito de los análisis de RT-qPCR es la 
calidad del RNA, se midieron dos parámetros básicos referidos a esta propiedad: la 
integridad y la pureza. Para determinar la pureza,  se analizó el valor del cociente 
260/280 nm y 260/230 nm, de forma que valores comprendidos entre 1.8-2.0 y 2.0-
2.2 para el primer y el segundo cociente respectivamente, indican que se obtuvo un 
RNA de buena calidad. La contaminación de la muestras con impurezas orgánicas 
e inorgánicas (p.ej. fenol, cloroformo), y proteínas afecta de forma significativa la 
sensibilidad y especificad del resultado. Aunque la medida de la pureza nos da una 
indicación de la cantidad de RNA y del grado de contaminación, no nos informa 
sobre el nivel de degradación de RNA. Por tanto, para comprobar la integridad y 
por tanto el nivel de degradación, se observaron la calidad de las bandas del RNA 
ribosómico 28S y 18S, mediante una electroforesis de agarosa convencional. 
 
6. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE mRNA POR RT-qPCR. 
 El análisis mediante RT–qPCR (retrotranscripción seguida de PCR 
cuantitativa) es la técnica de elección para cuantificar el mRNA en pequeñas 
cantidades e incluso en un pequeño número de células (Wang et al. 1999). 
Metodológicamente, en primer lugar se realizó la retrotranscripción (RT), partiendo 
de 0,5µg de RNA por muestra, extraído y cuantificado como previamente se ha 
descrito. En cuanto a los reactivos de la RT, utilizamos las cantidades 
recomendadas por el High-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems). La 
muestra junto con los componentes del kit, se calentó a 37ºC durante 60 min y 
después se incubó a 95ºC durante 5 min en un termociclador Gene Amp PCR system 
2700 (Applied Biosystems). La amplificación mediante qPCR del cDNA 
sintetizado, se realizó empleando el kit GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied 
Biosystems). Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado, en el sistema 
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7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems). Las condiciones de 
amplificación fueron: 2 min a 50ºC para conseguir un efecto “hot-start”, 95ºC 
durante 2 min y a continuación: 95ºC durante 15 seg y 60ºC durante 1 min. Esto 
último se repite durante 40 ciclos. Se usaron cebadores específicos diseñados por 
Taqman (ver tabla 5). 
Tabla 5: Primers utilizados en las PCRs cuantitativas, prediseñados por la casa 













Obtenido el Ct (Threshold cycle o ciclo umbral) se calculó el nivel de expresión 
relativa para cada uno de los genes a partir de la siguiente fórmula: 
Expresión relativa = 2−∆(∆𝐶𝑡)  
donde ∆Ct =Ct (diana)−Ct (housekeeping), y  ∆(∆Ct)= ∆Ct (destete)−∆Ct (control 
lactante). 
 El gen cuya expresión no cambia a lo largo de nuestras condiciones 
experimentales (housekeeping) fue el 18S ribosomal (18S), sin embargo, para los 
extractos de adipocitos, el housekeeping utilizado fue la importina 8 (IPO8), 
apropiada para tejidos adiposos que sufren proliferación o diferenciación de los 
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7. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES Y WESTERN BLOT. 
 La extracción de proteínas totales se realizó a partir de tejido congelado o 
fresco de glándula mamaria, según disponibilidad y tipo de experimentos. Para esto, 
0.2 – 0.3 g de tejido correspondiente a los controles o destetes, se homogenizaron 
utilizando el homogenizador Ultra-Turrax® basis (IKA®-Werke GmbH & Co.), 
con tampón RIPA (1.8 mM NaH2PO4, 8.4 mM Na2HPO4, SDS 0.1 % (p/v), Tritón-
X100 1.0 % (v/v), 0.1 M NaCl, Deoxicolato sódico 0.5% (p/v)) suplementado, con 
1mM PMSF, 2µL/mL de inhibidores de proteasas y 5µL/mL de inhibidores de 
fosfatasas (Calbiochem) a 4ºC. No se utilizaron inhibidores de proteasas en aquellos 
experimentos en los que se determinó actividad calpaína, ni tampoco en los 
experimentos en los que se incubaron las muestras con calpaína recombinante. Tras 
la homogenización, las muestras se incubaron a 4ºC durante 30 min, sometiéndolas 
a 3 ciclos de vórtex cada 10 min. Posteriormente, se centrifugaron a máxima 
velocidad (14000 g) durante 30 min a 4ºC. La fracción sobrenadante, que contiene 
el extracto proteico, se recogió y se congeló a -80ºC hasta el momento de su uso. 
 Las muestras de proteínas, se cuantificaron mediante el reactivo comercial 
BCA (Bicinchoninic acid; Pierce Chemical Co), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Para el caso de los extractos nucleares y cromatínicos las proteínas se 
cuantificaron utilizando el método de Bradford (Bio-Rad). 
Una cantidad adecuada de proteínas (entre 10 y 25 μg) de cada muestra, se 
diluyeron con un tampón de carga (SDS-Laemmli Buffer: 50% glicerol v/v, 10% 
SDS, 25% β-mercaptoetanol y 0.05% azul de bromofenol en tampón 0.3 M Tris-
HCl pH 6.8) y se calentaron 5 min a 100°C. Se prepararon geles de acrilamida a 
diferentes porcentajes, según el peso molecular de la proteína que se quiso 
determinar, para proceder a su separación por tamaño y carga. La electroforesis en 
gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) se realizó según el método descrito por 
Laemmli (Laemmli et al. 1970); se usaron geles verticales de 1 mm de espesor y 15 
μL de capacidad por pocillo. Los geles se sumergieron en tampón de electroforesis 
(0.25 M pH 8.6 Tris-HCl; 1.92 M glicina, 1 % SDS (p/v)) y se les aplicó una 
diferencia de potencial de 120 V. 
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Tras la electroforesis, se transfirieron las proteínas a una membrana de 
nitrocelulosa (Protran®, Whatman), en tampón de transferencia (0.25 M pH 8.6 
Tris- HCl, 1.92 M glicina y 20% metanol (v/v)) durante 90 min, aplicando una 
diferencia de potencial de 60 V. Posteriormente, dicha membrana se bloqueó con 
PBS conteniendo BSA al 5% y 0.05% Tween 20 durante 1 hora en agitación a 
temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se añadieron sobre la membrana 
bloqueada, incubándose durante 18-24h a 4ºC. Dichos anticuerpos vienen descritos 
en la tabla 3, con la correspondiente dilución y la referencia de la casa comercial. 
Después, la membrana de nitrocelulosa se lavó 5 veces con TTBS (0.05 M 
Tris/HCl, 0.15 M NaCl y 0.1% Tween 20). Los inmunocomplejos formados se 
revelan usando un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa a una dilución 
1/5000 (DAKO) durante 50 min y un reactivo quimioluminiscente (ECL Detection 
Kit, GE Healthcare, Suecia). La señal luminosa es impresionada sobre una película 
fotográfica (Amersham Hyperfilm MP), la cual se revela con la máquina Curix60 
(AGFA). En numerosas ocasiones, se procede a la cuantificación de las bandas 
midiendo su intensidad a través de su digitalización y cuantificación por 
densitometría utilizando el software de análisis de imagen Image J. 
 
8. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR: 
 8.1. FRACCIONES MITOCONDRIALES. 
Para el aislamiento de las mitocondrias, se utilizó un protocolo basado en 
centrifugaciones diferenciales, como previamente había sido descrito (Borrás et al. 
2010). Brevemente, las glándulas mamarias se trocearon en fragmentos de 2-3 mm2, 
para ser homogenizadas con un homogenizador de vidrio tipo “Dounce” y 
centrifugadas a 1000 g durante 10 min, eliminándose membranas y restos celulares 
no solubilizados. Los sobrenadantes son después centrifugados a 10000g durante 10 
min y el pellet mitocondrial se solubiliza en un tampón que contiene 0.3 M 
sacarosa, 1 mM EGTA, 5 mM MOPS, 14.7 μM BSA y 5 mM KH2PO4  pH 7.4  y 
guardados a -80ºC para su posterior uso. 
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 8.2. EXTRACTOS LISOSOMALES. 
Para el aislamiento de lisosomas, se usó el kit comercial “Lysosome 
Enrichment Kit for Tissue and Cultured Cells” (Thermo Scientific) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. A modo de resumen, las glándula mamarias inguinales 
se trocearon y homogenizaron con un homogenizador de vidrio tipo “Dounce” y 
se centrifugaron a 500 g durante 10 min para eliminar los restos celulares. El 
sobrenadante se colocó en la parte superior de un gradiente discontinuo de 
iodixanol (17-30%) y se centrifugó a 145000 g en la Optima-XL Ultracentifuge 
(Beckman) durante 2h sin freno. La fracción lisosomal se obtuvo mediante pipeteo 
de la parte superior del gradiente, para ser lavada con PBS. Después de 3 lavados, 
los lisosomas se resuspendieron en un tampón de solubilización (20 mM HEPES-
KOH pH 7.5, 250 mM sacarosa, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1mM 
EGTA y 8 mM DTT) al que añadimos en el momento de usar, inhibidores de 
proteasas y fosfatasas; a excepción de las muestras que van a ser utilizadas para 
medir actividad o para experimentos in vitro con calpaína recombinante. 
 8.3. FRACCIONES NUCLEARES Y CITOSÓLICAS. 
 Para el aislamiento de núcleos, se usó el kit comercial,  "Nuclear extract kit” 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Active Motif, Carlsbad). De forma 
descriptiva, las glándulas mamarias inguinales fueron troceadas en pequeños 
fragmentos de 2-3 mm2 y homogenizadas en un homogenizador de vidrio tipo 
“Dounce” con tampón hipotónico. Después, se centrifugaron a 850 g durante 10 
min para recoger las células intactas. A continuación, estas células fueron lisadas 
mediante incubación en tampón hipotónico suplementado con detergentes, durante  
15 min en hielo. Después de esta incubación, los núcleos se recogieron por 
centrifugación (10 min, 14000 g a 4ºC) y el sobrenadante se recuperó como fracción 
citosólica. El precipitado, formado fundamentalmente por núcleos intactos, se lisó 
utilizando un tampón de solubilización nuclear, en una plataforma oscilante 
durante 30 min con agitación suave. Las fracciones solubles (extractos nucleares) e 
insoluble (enriquecida en proteínas cromatínicas) se separaron por centrifugación 
(10 min, 14000 g a 4ºC).  
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 8.4. EXTRACTOS CROMATÍNICOS. 
 
 Partiendo de los precipitados anteriores, constituidos fundamentalmente por 
la fracción nuclear insoluble  y por tanto enriquecida en cromatina, se consiguieron 
extractos ricos en proteínas cromatínicas, siguiendo un protocolo descrito en la 
literatura (Wysocka et al. 2001). Dichos precipitados nucleares, se lavaron dos veces 
con una solución tampón que contenía 3 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 1 mM DTT 
y el cóctel inhibidor de proteasas (2 µl/ml de tampón). Finalmente, el precipitado 
se resuspendió en este mismo tampón y se sometió a sonicación, con una amplitud 
del 26% se realizaron 8 pulsos de 10 seg descansando 50 seg. Estos sonicados se 




 Partiendo de extractos de proteínas nucleares (300 µg) de glándulas 
mamarias de ratones lactantes o sometidos a un destete de 48h, se realizaron 
inmunoprecipitaciones, con el fin de comprobar interacción entre dos proteínas.  
Las muestras fueron sometidas a preclearing con 30 µl proteína A/G unidas 
a beads 50: 50 (v/v) durante 1h a 4°C. Los sobrenadantes, se inmunoprecipitaron 
durante la noche con la dilución de anticuerpo especificada en la tabla 3, o la misma 
cantidad de IgG anti-rabbit o anti-mouse (control negativo) para cada anticuerpo 
correspondiente, en rotación a 4ºC. Al día siguiente, se añadieron 50 µl de beads 
con el objetivo de retener los complejos antígeno-anticuerpo (inmunocomplejos), 
los cuales después de centrifugar, precipitan al fondo. Los sobrenadantes se 
descartaron, y cada sedimento (las beads junto con los inmunocomplejos) se lavó 
con PBS y Tris-HCl  0.05 M  pH 8, para retirar las impurezas y las uniones no 
específicas. Después de los lavados, los inmunocomplejos se hirvieron en tampón 
de carga para separar las proteínas A/G y los anticuerpos de las proteínas 
inmunoprecipitadas. Luego se sometieron a western blot, como se ha descrito 
anteriormente en el apartado correspondiente. Un 1% de los extractos de proteínas 
utilizados para la inmunoprecipitación, son cargados como controles positivos 
(Input).  
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10. ENSAYO IN VITRO DE CALPAÍNA. 
 
 Para confirmar la rotura observada “in vivo” de determinadas proteínas, 
realizamos experimentos “in vitro”, en los que la adición de concentraciones 
crecientes de calpaína recombinante a las muestra, produjo una degradación 
proporcional de sus sustratos diana. La ruptura específica de la “posible diana” por 
las calpaínas y no por cualquier otra proteasa, también se demostró incubando las 
muestras con calpaína recombinante y diversos inhibidores de calpaínas y 
catepsinas. Entre los inhibidores utilizados encontramos: Ca074 Me (Calbiochem), 
inhibidor específico de catepsinas; calpeptin (Calbiochem), inhibidor específico de 
calpaínas; y calpain inhibitor VI y ALLN (ambos de Calbiochem), inhibidores mixtos 
de calpaínas, catepsinas y otras proteasas. Se ha trabajado siempre con muestras de 
ratón control lactante, en los que no se ha iniciado la muerte celular programada, y 
por tanto, no se ha observado todavía la rotura de ninguna diana de las calpaínas. 
 10.1. ENSAYOS EN EXTRACTOS MITOCONDRIALES. 
Por un lado, a nivel mitocondrial, se llevaron a cabo experimentos de 
análisis de la permeabilización de la membrana del orgánulo. Para ello, se aislaron 
extractos mitocondriales y se incubaron durante 15 min a 37ºC con diferentes 
unidades de CAPN1 recombinante (r-CAPN1) en  presencia de Ca2+ (0.5 mM). 
Después de la incubación, las muestras se centrifugaron 15 min a 10000 g a 4ºC. 
Los sobrenadantes se retiraron cuidadosamente (SB), y las mitocondrias residuales 
(P) solubilizadas en un tampón que contiene 0.3 M sacarosa, 1 mM EGTA, 5 mM 
MOPS, 14.7 μM BSA y 5 mM KH2PO4  pH 7.4; también se guardaron para su 
posterior análisis, vía western blot. 
 10.2. ENSAYOS EN EXTRACTOS LISOSOMALES 
Para confirmar la rotura de proteínas lisosomales también se utilizaron 
experimentos in vitro. Partiendo de extractos lisosomales control de ratones 
lactantes, se añadieron concentraciones crecientes de r-CAPN1 (tabla 6) en 
presencia o ausencia de Ca2+ (0.5 mM) durante 15 min a 37ºC en el tampón de 
solubilización de lisosomas, detallado con anterioridad. Después de la incubación, 
los lisosomas se centrifugaron a 17000 g durante 15 min a 4ºC y se resuspendieron 
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en un potente detergente específico para solubilizar proteínas de membrana 
hidrofóbicas, llamado CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate), para su posterior análisis mediante western blot. El mismo 
procedimiento se siguió para la CAPN2 (tabla 6), pero esta vez con una 
concentración de Ca2+ superior (5 mM). Por último, para evaluar si las posibles 
dianas, se escindían por calpaínas o por catepsinas, se utilizaron diferentes 
inhibidores de estas proteasas. En este caso, los extractos de lisosoma se incubaron 
como se ha descrito anteriormente, pero suplementados con diferentes 
concentraciones de los inhibidores mencionados arriba Ca-074Me (5, 20 μM); 
calpeptina (15, 50 μM), inhibidor de calpaína VI (50, 95 μM) o ALLN (50, 95 μM). 





r-CAPN1 Sigma, C 6108 
r-CAPN2 Calbiochem, 208718 
r- Histona H3 Millipore, 14-494 
 
10.3. ENSAYOS EN FRACCIONES NUCLEARES. 
Sobre los extractos nucleares se procedió del mismo modo. A excepción de 
que se utilizaron las fracciones nucleares de ratones control solubilizadas en el 
tampón de lisis nuclear proporcionado por el kit mencionado anteriormente. 
Para abordar la comprobación de la proteólisis de la Histona H3 por las 
calpaínas, se incubaron extractos nucleares mamarios control y de 48h de destete, 
junto con la proteína recombinante sustrato, r-Histona H3, y se analizó por WB el 
resultado de dicha incubación. En este sentido, para comprobar que CAPN1 
escinde directamente y sin ninguna proteasa intermediaria Histona H3, se 
realizaron otro tipo de experimentos in vitro con proteínas recombinantes. 
Básicamente, se añadió en un tubo tanto, r-Histona H3 (2,5 g) como r-CAPN1 (2 
U) y se incubó 15 min a 37ºC en un tampón que contenía 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 
para comprobar que la calpaína escindía directamente la Histona H3. A 
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continuación, la mezcla de incubación se cargó en un gel de electroforesis (SDS-
PAGE 13,5%), y se tiñó con azul Coomassie. Mediante una hoja de bisturí, se 
separó la banda del gel correspondiente al fragmento de la histona H3, y se mandó 
a identificar a la Unidad de Proteómica y Bioinformática del Centro de 
Investigación Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad de Navarra (Pamplona, 
España).  
Además de esta identificación por espectrometría de masas, con el fin de 
predecir el sitio de escisión más probable, un análisis de comparación de pesos 
moleculares se realizó utilizando el software ImageQuant TL Software (General 
Electric Healthcare) (Mandal et al. 2012). Para esto, se extrapoló el peso molecular 
correspondiente a la Histona H3 intacta y fragmentada, a partir de una recta de 
regresión logarítmica correspondiente al patrón de pesos moleculares. Dicho 
análisis, se completó gracias al uso de una aplicación informática, que permite 
calcular los pesos moleculares de determinadas secuencias peptídicas 
(http://www.encorbio.com/protocols/Prot-MW.htm). El posible sitio de corte calculado 
de forma teórica en nuestro modelo, fue confirmado de forma general, mediante el 
uso de otra aplicación informática llamada multiple kernel learning, que es capaz de 
predecir mediante algoritmos las posibles dianas de corte de las calpaínas en sus 
sustratos (DuVerle et al. 2011). 
 
11. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2D DIGE). 
 
Para la realización del 2D DIGE, se partieron de fracciones lisosomales de 
ratones control, que no presentan todavía ninguna degradación de los sustratos 
diana de calpaína. A las muestras tratadas se les añadió 10U de CAPN-2 
recombinante (r-CAPN2) durante 1h a 37 ºC en presencia de 5 mM de Ca2+. Las 
muestras control (sin tratamiento) se incubaron en las mismas condiciones, pero sin 
r-CAPN2. Después del tratamiento, los extractos control se marcaron con Cy-3 y 
los tratados con Cy-5. Para comprobar que el marcaje no presenta ninguna 
influencia sobre las diferentes muestras también se marcaron a la inversa. Una 
mezcla de ambas muestras, se marcó con Cy-2 para la normalización de los niveles 
proteicos. Posteriormente, las proteínas fueron sometidas a la primera dimensión, 
separándose en este caso, según su punto isoeléctrico gracias al uso de tiras de 
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gradientes de pH (pH 3-7, GE Healthcare) en un Ettan IPGphor™ 3 (GE 
healthcare). Dichas tiras se cargaron a continuación, en la parte superior de un gel 
de acrilamida (12,5% de SDS-PAGE), para separar las proteínas en este caso en 
función del tamaño. Los geles se tiñeron siguiendo las instrucciones del fabricante 
con Sypro Ruby. Para la cuantificación relativa de los spots del gel, se utilizó el 
software DeCyder (v7.0,). Las imágenes de los geles por separado, se emparejaron 
con el DeCyder utilizando la imagen marcada con Cy-2 (gel normalizado). Solo se 
aceptaron como diferencias cuantitativas cuando se observó al menos un cambio de 
1,5 veces con respecto a la muestra control, en tres experimentos independientes. 
La significación estadística de las diferencias, se calculó mediante la prueba t de 
Student, y se aceptó cuando el valor fue de p <0,05. El análisis por espectrometría 
de masas fue realizado por el Servicio de Proteómica y Bioinformática del Centro 
de Investigación Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad de Navarra 
(Pamplona), para identificar las manchas o spots que presentaban una degradación 
diferencial. Posteriormente, algunas de estas dianas fueron comprobadas de forma 
independiente por western blot.  
 
12. INHIBICIÓN IN VIVO DE CALPAÍNA. 
 
 12.1. ADMINISTRACIÓN DE UN INHIBIDOR FARMACOLÓGICO 
ESPECÍFICO, CALPEPTINA. 
 
 A ratones lactantes tras 10d de destete, se les retiraron las crías y se les 
administró calpeptina con el fin de impedir la activación de las calpaínas durante el 
destete. La calpeptina (03-34-0051, Merck Chemicals) se disolvió en primer lugar 
en DMSO, para posteriormente diluirse en solución salina fisiológica (10mg/ml). 
40 mg/kg se administraron mediante inyección intraperitoneal cada 12 horas 
durante tres días. Un segundo grupo de ratones control, recibió solo el vehículo. 
Después de tres días, se extrajeron las glándulas mamarias inguinales. La inhibición 
efectiva de las calpaínas se confirmó mediante western blot a partir de  extractos 
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 12.2. SILENCIAMIENTO DE CAPN1 MEDIANTE SiRNA. 
 
 Ratones lactantes en el pico de lactancia, fueron sometidos a un destete 
forzado de 72 h mientras se les administraba RNAs de interferencia para silenciar 
la CAPN1 (small interference RNA, siRNA) de Sigma (Mission ® esiRNA, 
EMU057001). 5 g de siRNA se inyectaron cada 24 h a lo largo de 3 d, a nivel local 
en las glándulas mamarias inguinales, mezclados con L-PEI (in vivo-jetPEI ™, 
PolyPlus-transfección), siguiendo las instrucciones del fabricante. El silenciamiento 
de calpaína-1 gracias al uso del siRNA Capn1 se confirmó mediante inmunoblot a 
partir de  extractos proteicos totales obtenidos de los lisados de las glándulas. 
 
13. MEDIDA DE ACTIVIDAD CALPAÍNA.  
 
Para determinar los niveles de actividad calpaína usando el kit comercial 
“Calpain activity assay kit” (QIA-120, Calbiochem), se utilizaron alícuotas de 50 µg 
de extractos lisosomales o mitocondriales para cada condición de destete. Con el 
fin de comprobar que la actividad proteasa medida, se correspondía con la actividad 
calpaína, se utilizó  un inhibidor de calpaínas (BAPTA, quelante de Ca2+) y un 
sustrato fluorogénico sintético específico de calpaínas, Suc-LLVY-AMC. De este 
modo, la actividad calpaína se obtuvo a partir de la diferencia entre las muestras 
que llevaban una solución activadora (con Ca2+   y un agente reductor, TCEP), con 
respecto a las muestras que llevaban el inhibidor, de acuerdo a las instrucciones 
descritas por el fabricante. 
 
14. MEDIDA DE ACTIVIDAD CASPASA-3  
 La actividad caspasa-3 se midió en lisados de tejido mamario utilizando el 
“Caspase-3 Colorimetric Assay Kit” (BioVision). Las glándulas mamarias fueron 
homogenizadas en tampón de lisis proporcionado por el kit, incubadas en hielo 
durante 10 min y centrifugadas a 10000 g durante 15 min. Los sobrenadantes de los 
homogenizados, correspondiente a la fracción citosólica se utilizaron para medir la 
actividad caspasa-3, siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar, la 
concentración de proteínas se midió y ajustó a 200 μg de proteína por muestra,  
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diluyéndose en caso necesario. A este volumen, se añadió un volumen igual de 
“tampón de reacción 2X” (que contiene 10 mM de DTT), seguido de la adición del 
sustrato fluorogénico DEVD-pNA, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Dicha mezcla se incubó durante 1 hora a 37 °C, antes de leer la placa con el lector 
de placas Multiskan FC (Thermo Scientific) a 405 nm. 
 
15. DETERMINACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA 
OLIGONUCLEOSOMALES.  
 Una forma de determinar el estado de muerte celular programada (MCP) es 
medir el porcentaje de fragmentos oligonucleosomales que aparecen en el citosol de 
las células apoptóticas, como consecuencia de la activación de las nucleasas 
endógenas. Dichas enzimas Ca2+ y Mg2+-dependientes, se activan durante el 
proceso apoptótico y digieren el DNA en regiones internucleosomales, ya que no 
está protegido por el octámero de histonas (Bonfoco et al. 1995). Por tanto, la 
presencia de estos fragmentos de cromatina solubles (uno o varios octámeros de 
histonas: mononucleosomas y oligonucleosomas, respectivamente) son indicativos 
de muerte celular. Mediante el uso de un kit comercial denominado “Cell Death 
Detection Assay” (Roche Diagnostics) conseguimos determinar estos complejos 
histona –DNA, como indicativos de la MCP.  
 Dicho kit se basa en el uso del principio básico de un ELISA. En este caso, 
unida a la base de la placa se encuentra la estreptavidina. Sobre la muestra, se añade 
un anticuerpo α-Histona unida a Biotina y otro anticuerpo α- DNA unido a una 
peroxidasa. Se incuba las muestras con estos dos anticuerpos, y al añadirlo a la 
placa, la estreptavidina se une a biotina y retiene los complejos formados por los 
anticuerpos (anti-DNA e anti-Histona) y los oligonucleosomas (ver figura 17). 
Después de varios lavados, se añadió un sustrato colorimétrico de la peroxidasa, 
ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), que se cuantificó 
espectrofotométricamente a 405nm. A mayor cantidad de complejos solubles 
histona-DNA, mayor cantidad de anticuerpos quedaran fijados, y por tanto mayor 
absorbancia. 




 Figura 17: Mecanismo de detección de fragmentos mono- y 
oligonucleosomales con el kit “Cell Death Detection Assay”. 
 El enriquecimiento específico (factor de enriquecimiento) en mono- y 
oligonucleosomas solubles en el citosol de las células en MCP, se calculó como la 
relación entre los valores de absorbancia de las muestras obtenidas a 72h de destete 
(sin tratar y tratadas) con respecto a los controles lactantes (10 d de lactancia). 
 
16. SEPARACIÓN DE ADIPOCITOS DE GLÁNDULA MAMARIA: 
AISLAMIENTO DE PROTEÍNAS Y mRNA. 
 Con el objetivo de obtener la fracción de adipocitos se utilizó una versión 
modificada de un protocolo existente (Rodbell et al. 1964). La glándula mamaria se 
cortó en trozos pequeños (3-4 mm2) y se colocó en tubos de plástico estériles con 
tampón Krebs-Ringer (25 mM de NaHCO3, 11 mM de glucosa, 25 mM Hepes (pH 
7,4) y 1,5 mg/ml colagenasa A). La relación entre el tejido mamario y la solución 
de incubación fue de 1:4 (p/v). La suspensión de tejido se incubó a 37 ºC con 
agitación suave durante 60 min. Una vez que se completó la digestión, las muestras 
se pasaron por una malla de nylon estéril de 250 µm. El filtrado se centrifugó a 200 
g durante 10 min, y las células flotantes se consideraron la fracción enriquecida en 
adipocitos, mientras que la fase inferior estaba constituida por el resto de células 
(células estromales, vasculares, epiteliales, etc). Los adipocitos se lavaron dos veces 
con el tampón mencionado anteriormente y se centrifugaron 200 g durante 10 min. 
Después del lavado, la fracción de adipocitos se sometió a sonicación (8 pulsos de 
10 seg descansando 50 seg al 26% de amplitud) y se añadió tampón SDS-Laemmli  
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para realizar los immnunoblots usando anticuerpos descritos en la tabla 3. Para 
obtener mRNA a partir de extractos de adipocitos, se utilizó el kit comercial Qiagen 
(74804, Quiagen). 
 
17. ANALISIS ESTADÍSTICO. 
Los resultados presentados en las gráficas corresponden a la media aritmética 
de los valores obtenidos en cada experimento ± el error estándar de la media (SEM).  
Las comparaciones estadísticas entre el grupo control y otros grupos se realizaron 
mediante ANOVA, con el programa estadístico SPSS v9.  Las diferentes letras usadas 
indican diferencias significativas, p <0,05; donde la letra "a" representa siempre el 
valor más bajo dentro del grupo. Todos los experimentos fueron llevados a cabo 
como mínimo, en tres réplicas por condición, para permitir la comparación 
estadística.  
 En los experimentos en los que solo había dos parámetros a comparar (figuras 
31B, 40A, 45B y 54B), se utilizó la prueba t-Student con la corrección de Bonferroni. 
Aquellos grupos de datos en los que sí que existían diferencias significativas se han 

































































1.1. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA MITOCONDRIA. 
La mayoría de señalización intracelular implicada en la apoptosis converge 
en las mitocondrias. Una de las primeras alteraciones morfológicas que suceden 
durante la muerte celular programada es la alteración mitocondrial, que tiene lugar 
incluso antes de los cambios característicos que ocurren a nivel nuclear. Entre los 
cambios que puede experimentar la mitocondria durante el proceso apoptótico 
encontramos la permeabilización de su membrana, la cual favorece la salida del 
citocromo c al citoplasma y otras proteínas proapoptóticas como Smac/ DIABLO, 
AIF, etc. Una vez en el citosol, el citocromo c, junto con APAF-1 y en presencia de 
ATP, forma un complejo denominado apoptosoma, que activa la procaspasa-9 y 
desencadena la activación del resto de caspasas efectoras (Ghayur et al. 1997). De ahí 
que, la permeabilización de la membrana mitocondrial sea un proceso fundamental 
en el estudio de la muerte celular.  
Dicha permeabilización, la mayoría de las veces, está mediada por la 
formación de poros transmembrana producidos por agregación de proteínas efectoras 
del grupo II de la familia de bcl-2 con carácter proapoptótico como bak, bax, bad, 
bid, bim, etc (García et al. 2005); aunque también se han visto implicadas otras 
proteínas, como por ejemplo el canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC) 
(McCommis et al. 2012). Sin embargo, en extractos mitocondriales aislados, la 
permeabilización mitocondrial puede estar inducida por gran variedad de estímulos 
químicos e iones como: Ca2+, radicales libres de oxígeno, el ácido araquidónico, el 
óxido nítrico, etc. En este mismo sentido, se ha descrito que las calpaínas pueden 
influir en gran medida en el daño mitocondrial (Kar et al. 2010; Mizukoshi et al. 
2010).  
Dado que al inicio de la involución se induce la liberación del citocromo c al 
citosol (Renz et al. 2001), nos propusimos determinar si las calpaínas podrían estar 
involucradas en la pérdida de la estabilidad mitocondrial. Para ello se aislaron 





actividad calpaína. Por western blot (WB), se analizaron los niveles de calpaínas en 
extractos mitocondriales, citosólicos y totales de glándulas mamarias lactantes. En la 
figura 18A, se observa como CAPN1 está presente no solo en el citosol, sino también 
en mitocondrias. Por el contrario, CAPN2 solo aparece en fracciones citosólicas, por 
lo que parece que es la CAPN1 la que podría tener una acción específica sobre la 
mitocondria. Para comprobar la pureza del fraccionamiento subcelular, se 
emplearon distintas proteínas como marcadores, tanto mitocondriales (AIF) como 
de otros orgánulos: LAMP2a (lisosomas), Calnexina (retículo endoplásmico), 
Nup62 (núcleo), TGN38 (Golgi) y GADPH (citosol). Además, en dicha fracción, 
enriquecida en proteínas mitocondriales, se midió  la actividad calpaína (figura 18B), 
observándose un patrón de activación similar al obtenido en los extractos totales 
(Arnandis et al. 2012), es decir, un incremento a medida que trascurre el destete, 






Figura 18: Niveles de actividad calpaína en fracciones mitocondriales. A) 
Western blots de extractos mitocondriales (M), citosólicos (C) y totales (T) de ratones 
lactantes con anticuerpos contra CAPN1 y CAPN2 y los siguientes marcadores: 
LAMP2a (lisosomas), Calnexin (retículo endoplásmico), AIF (mitocondria), Nup 62 
(núcleos), TGN38 (aparato de Golgi) y GADPH (citosol). B) Medida de actividad 
calpaína en los extractos mitocondriales de ratones control lactantes (0h) y a diferentes 
tiempos de destete (6, 24, 48, 72h). Las diferentes letras indican diferencias significativas 
tras el análisis ANOVA de los datos, p < 0.05; la letra “a” siempre indica el menor 





Aunque, no se detectó CAPN2 en los extractos mitocondriales de los ratones 
control lactantes (figura 18A), debe considerarse que a lo largo del destete podría 
translocarse a la mitocondria, y por tanto, ser responsable junto con CAPN1 de la 
liberación del citocromo c observada a las pocas horas del inicio del destete (Renz et 
al. 2001). Para comprobar este hecho, se llevaron a cabo ensayos de 
inmunofluorescencias de tejidos control y destete de 48h, usando anticuerpos contra 
CAPN1, CAPN2 y Citocromo c Oxidasa IV (CcOx IV), que se utilizó como un 
marcador mitocondrial (figura 19). La colocalización de CAPN1 junto con CcOx IV 
tanto en control como durante el destete, confirman la presencia de esta proteasa en 
la mitocondria (puntas de flecha) (figura 19A). Sin embargo, no se detectó 
colocalización de CAPN2 y CcOx IV, ni en el control durante la lactancia, ni en 
ratones tras el destete (figura 19B). Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, 
podemos decir que CAPN2 no presenta un papel en la desestabilización mitocondrial 















Figura 19: Localización de calpaínas junto con CcOx IV, como marcador 
mitocondrial, en secciones de glándula mamaria de ratones control (0h) y destete 
(48h). Inmunofluorescencias contra CAPN1 (A) y CAPN2 (B), junto con un marcador 






A contiuación, se realizó mediante WB un análisis a diferentes tiempos de 
destete y se comprobó que CAPN1 estaba presente en fracciones mitocondriales, 
tanto en ratones control (0h) como en destetados (figura 20). A su vez, junto con el 
aumento de actividad proteasa ya determinada (figura 18B), existe una pérdida del 
dominio amino-terminal de CAPN1, proteólisis que se produce tras la activación. 
Conforme se sucede esta activación, se induce una liberación del citocromo c al 
citosol, indicativo de la progresiva pérdida de la integridad mitocondrial (figura 20). 










Figura 20: Translocación de CAPN1 al compartimento mitocondrial y 
liberación de citocromo c, tanto en extractos citosólicos como mitocondriales. 
Inmunoblots correspondientes a fracciones mitocondriales y citosólicas a diferentes 
tiempos de destete. Por un lado, en los extractos mitocondriales se observa una 
translocación de CAPN1 a la mitocondria, concomitante a la pérdida del extremo amino 
de la misma (activación). El incremento de citocromo c en la fracción citosólica, coincide 
a su vez con la disminución de esta misma proteína de la fracción mitocondrial y con la 
translocación y activación de CAPN1. 
 
 Con el objetivo de aclarar el papel que juega CAPN1 en la vía apoptótica 
mitocondrial, se llevaron a cabo experimentos in vitro, cuyo diseño viene 





ratones lactantes, cuyas mitocondrias se suponen intactas por no haberse iniciado el 
proceso de MCP, junto con r-CAPN1 y Ca2+. Mediante centrifugación de las 
mitocondrias incubadas, se separó el contenido mitocondrial liberado (sobrenadante) 
de las mitocondrias remanentes (precipitado). En la figura 21 se muestra que la 
adición de r-CAPN1 desencadena la liberación del citocromo c de la mitocondria, de 
forma concentración-dependiente. Es importante también señalar, que la incubación 
de mitocondrias aisladas simplemente con Ca2+, ya induce una ligera liberación de  
citocromo c, probablemente debido a la presencia, como se ha demostrado en ratones 
lactantes, de CAPN1 en estos orgánulos. Dichos experimentos, demuestran la 










Figura 21: Liberación concentración-dependiente de citocromo c mediada 
por adición de calpaína. Esquema representativo del experimento llevado a cabo con 
extractos mitocondriales de ratones control. Se muestra también el WB correspondiente 
a los sobrenadantes obtenidos al centrifugar las mitocondrias tratadas con r-CAPN1 y 
Ca2+. Dicho tratamiento induce una liberación concentración- dependiente de citocromo 








1.2. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS  EN EL LISOSOMA. 
1.2.1. LA ACTIVIDAD CALPAÍNA SE INCREMENTA EN LOS 
LISOSOMAS. 
Recientemente, se ha visto que el sistema calpaína presenta un papel 
importante en la regulación de la muerte celular, no solo a través de la vía 
mitocondrial, sino también en la ruta lisosomal (Kosenko et al. 2011).  A lo largo de 
la involución de la glándula mamaria, se han observado rasgos de una apoptosis 
atípica, en tanto y cuanto, las células apoptóticas presentan dos núcleos 
hipercondensados, hinchazón y ausencia de formación de vesículas. Kreuzalet et al. 
identificaron que los rasgos de este tipo especial de apoptosis son debidos a la 
liberación del contenido lisosomal por la permeabilización de la membrana de dicho 
orgánulo (Kreuzaler et al. 2011). Sin embargo, no hallaron el agente causante de esta 
desestabilización de la membrana lisosomal.  
Con el objetivo de demostrar que las calpaínas pueden actuar como 
responsables de la permeabilización de la membrana lisosomal durante el destete, se 
aislaron fracciones enriquecidas en lisosomas partiendo de glándulas mamarias tanto 
de ratones control, como destetados. La pureza de la fracción lisosomal se evaluó 
mediante WB, utilizando anticuerpos contra marcadores de diferentes orgánulos: 
AIF (mitocondrias), Calnexina (retículo endoplásmico), Nup62 (núcleo), TGN38 
(Golgi) y GADPH (citosol) (figura 22A). Tanto la presencia de LAMP2a como 
marcador lisosomal, como la ausencia de marcadores de otros orgánulos, 
demuestran el enriquecimiento de la fracción. 
Para demostrar que las calpaínas se traslocan a la fracción lisosomal a lo largo 
del destete, se utilizaron muestras enriquecidas en lisosomas tanto de ratones 
lactantes control como de diferentes tiempos de destete (figura 22B). Por un lado, 
para CAPN1 la translocación comienza a ser significativa a las 72h de destete, 
mientras que para CAPN2, la significación empieza a observarse a las 24h. La 
actividad calpaína medida en los extractos de lisosomas, aumentó hasta 2 veces a las 







Figura 22: Presencia y niveles de actividad calpaína en extractos lisosomales. 
A) Western blots de extractos mamarios totales (T) y lisosomales (L), de ratones 
lactantes contra LAMP2a (Lisosomas), Calnexin (Retículo endoplásmico), AIF 
(mitocondria), Nup62 (Núcleos), TGN38 (Aparato de Golgi) y GADPH (citosol). B) 
Inmunoblots correspondientes a fracciones enriquecidas en lisosomas. El resultado, 
representativo de un mínimo de tres experimentos, fue cuantificado por densitometría 
usando el Image J. C) Medida de actividad calpaína en extractos lisosomales de ratones 
control lactantes (0h) y a diferentes tiempos de destete (6, 24, 48, 72h). Las diferentes 
letras indican diferencias significativas tras el análisis ANOVA de los datos, p < 0.05; 
la letra “a” siempre indica el menor valor dentro del grupo. 
Los anteriores resultados quedaron confirmados mediante 





control o de 24h de destete. Tal como se presenta en la figura 23, las dos calpaínas 
colocalizan con LAMP2 en muestras de destete y no lo hacen en tejido control, lo 
que indica que tras su activación, ambas calpaínas se trasladan a los lisosomas para 
actuar sobre sustratos específicos. 
 
Figura 23: Localización de calpaínas junto con LAMP2, como marcador de 
lisosomas, en secciones de glándula mamaria control (0h) y de 24h de destete. 
Inmunofluorescencias contra CAPN1 (A) y CAPN2 (B), junto con un marcador de 
lisosomas LAMP2. En ratones sometidos a un destete de 24 h se observa colocalización 
de CAPN1 y CAPN2 (puntas de flecha) con LAMP2, mientras que ninguna de las dos 
proteasas colocaliza con el marcador lisosomal en ratones lactantes control (0h). 
 La proteína LAMP2 (Lisosome Associated Membrane Protein 2), que ha venido 
siendo utilizada como marcador de fracción lisosomal, fue uno de los primeros 
sustratos en ser identificados como diana lisosomal de las calpaínas. LAMP2 es una 
proteína específica de la membrana lisosomal altamente glicosilada cuya función aún 
permanece por especificar. Se ha propuesto que podría proteger a la membrana 





receptor para la degradación selectiva de proteínas citosólicas (Cuervo et al. 2000). Se 
conocen tres isoformas de LAMP2 (a, b y c), que difieren en la composición 
aminoacídica de la cola citosólica de la proteína. A pesar de que los niveles totales 
de mRNA y de proteína total de LAMP2 aumentan durante la involución (Kreuzaler 
et al. 2011 y figura 24), cuando se utiliza un anticuerpo contra la cola citosólica, que 
reconoce la isoforma LAMP2a, se detecta una disminución de la misma (figura 24). 
Dicha parte de LAMP2a es la que queda accesible a las calpaínas, y por tanto, la que 










Figura 24: Degradación de LAMP2a a medida que avanza la involución. 
Inmunoblots correspondientes a fracciones enriquecidas en lisosomas. Por un lado, la 
degradación de LAMP2a, una de las isoformas de LAMP2 comienza a ser significativa 
a las 24 h de destete. Utilizando el anticuerpo que reconoce el dominio transmembrana 
(a su vez reconoce todas las isoformas) se observa un aumento general de la expresión de 
la proteína a medida que avanza el destete. El resultado, representativo de un mínimo 
de tres experimentos, fue cuantificado por densitometría usando el ImageJ. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas tras el análisis ANOVA de los datos, 







1.2.2. LA CALPAÍNA MEDIA LA ESCISIÓN PROTEOLÍTICA DE LAMP2A 
EN LA MEMBRANA LISOSOMAL, INDUCIENDO UN INCREMENTO DE 
LA PERMEABILIDAD LISOSOMAL. 
 
Con el objetivo de demostrar que LAMP2a es un sustrato de CAPN1 y 
CAPN2, se realizaron experimentos in vitro usando calpaínas recombinantes. Se 
añadieron r-CAPN1 y r-CAPN2 sobre extractos lisosomales aislados de glándulas 
mamarias lactantes, cuyos lisosomas se presuponen intactos al no haberse iniciado 
la MCP del epitelio. En la figura 25, se muestra como LAMP2a desaparece de forma 
proporcional cuando las fracciones enriquecidas en lisosomas se incuban con 
concentraciones crecientes de CAPN1 (figura 25A) y de CAPN2 (figura 25B) en 
presencia de Ca2+. En ausencia de calpaína y de Ca2+, no se observó degradación de 
LAMP2a (pocillo 1, en la parte superior de los paneles), sin embargo, se observó una 
ligera disminución en los niveles de LAMP2a tras la adición de Ca2+, probablemente 
debido a la activación de las calpaínas intrínsecas. La escisión proteolítica de 
LAMP2a por las calpaínas también se demostró de forma no solo concentración-
dependiente, sino también tiempo-dependiente (figura 25C). 
 
Figura 25: Degradación dosis- y tiempo-dependiente de LAMP2a por 
calpaínas.  Western blots contra LAMP2a y LAMP2 en lisosomas control  tratados con 
concentraciones crecientes de CAPN1(A) y CAPN2 (B), junto con Ca2+ (0.5 mM y 5 mM, 
respectivamente). C) Western blots contra LAMP2a en lisosomas de ratones control 





Sin embargo, se ha publicado que la degradación de LAMP2 en líneas 
celulares transformadas, viene mediada por catepsinas, las cuales se expresan en 
mayor cantidad y con mayor actividad proteolítica en este tipo de líneas oncogénicas 
(Fehrenbacher et al. 2008). Para descartar que, en nuestro modelo las catepsinas 
pudieran jugar algún papel en la rotura de la cola citosólica de LAMP2a, los extractos 
lisosomales se incubaron con CAPN1 o 2 en presencia de Ca2+ y un conjunto de 
inhibidores de proteasas (figura 26). La adición de un inhibidor específico de 
catepsina B (Ca-074Me) no bloqueó la degradación de LAMP2a (figura 26, pocillos 
3-4, paneles A y B). La adición de inhibidores de la calpaína, tales como calpeptina 
(inactiva CAPN1, CAPN2 y las papaínas), el inhibidor VI o ALLN (inhiben tanto 
calpaínas como catepsinas B y L); evitaron la degradación de LAMP2a in vitro (figura 
26, pocillos 5-10, paneles A y B). Estos resultados proporcionan pruebas 
concluyentes de que las calpaínas son responsables del procesamiento proteolítico de 











Figura 26: Degradación específica de LAMP2a por calpaínas.  Western blots 
contra LAMP2a y LAMP2 en lisosomas intactos, obtenidos de ratones control tratados 
con r-CAPN1(A) y r-CAPN2 (B), junto con Ca2+ (0.5 mM y 5 mM, respectivamente) y 
diversos inhibidores de calpaínas y catepsinas: Ca074 Me, inhibidor específico de 
catepsinas; calpeptin, inhibidor específico de calpaínas; y calpain inhibitor VI y ALLN, 





  Las consecuencias inmediatas de esta ruptura proteolítica, serían la pérdida 
de la integridad lisosomal, con la consiguiente liberación del contenido lisosomal al 
citosol. Para comprobar esta idea, se midieron niveles de catepsinas liberados al 
medio y niveles remanentes en los lisosomas, en extractos tratados con dosis 
crecientes de r-CAPN1, donde ya se había observado una degradación dosis-
dependiente de LAMP2a (figura 25A). Este experimento demuestra que, la 
degradación de LAMP2a induce a su vez la pérdida de la integridad lisosomal, con 
la consiguiente liberación de catepsinas al medio (figura 27). 
 
Figura 27: Liberación concentración-dependiente de catepsinas al 
sobrenadante mediada por adición de calpaína. Esquema representativo del 
experimento llevado a cabo con extractos lisosomales de ratones control. La adición de 
r-CAPN1 y Ca2+ induce una liberación proporcional de catepsinas al sobrenadante. 
 
1.2.3. ANÁLISIS 2D-DIGE DE LOS SUSTRATOS DE LA CALPAÍNA EN 
EXTRACTOS LISOSOMALES. 
Con el objetivo de determinar las proteínas lisosomales diana de CAPN2,  se 
llevó a cabo un estudio proteómico a gran escala. Para esto, partimos de fracciones 
enriquecidas en lisosomas de glándula mamaria, correspondientes a ratones control 
lactante, cuyos lisosomas se suponen intactos por no haberse iniciado aún la muerte 
celular del epitelio. Dichos extractos se incubaron en presencia y ausencia de r-
CAPN2 y Ca2+. Tanto las muestras control, como las tratadas, se analizaron 





a la separación electroforética de las muestras en las dos dimensiones (punto 
isoeléctrico y peso molecular), se comprobó que el tratamiento con r-CAPN2 había 
funcionado, al observar degradación de LAMP2a, el primer sustrato que 
identificamos como diana lisosomal de las calpaínas (figura 28A). Las muestras 
tratadas solo con Ca2+ se marcaron con el fluoróforo verde, mientras que las muestras 
tratadas con r-CAPN2 y Ca2+  se marcaron con el fluoróforo rojo. De ahí que, puntos 
o spots amarillos en el gel (puntos de colocalización), señalen proteínas no 
degradadas, mientras que puntos verdes nos indicarían los sustratos de la CAPN2 
(figura 28B). Dichos puntos, con una diferencia estadística significativa, se 









Figura 28: Validación del tratamiento con calpaína y gel resultante del 2D 
DIGE. A) Comprobación de la eficacia del tratamiento con r-CAPN2 y Ca2+  sobre los 
extractos lisosomales, antes de la realización del 2D-DIGE. Se realizaron western blots 
contra los anticuerpos Lamp2a (sustrato ya identificado) y Lamp2. B) Gel resultante de 
la separación electroforética  de las muestras marcadas con cada fluoróforo. Los sustratos 
de la calpaína aparecen en verde, mientras que las proteínas resistentes a la digestión por 
calpaína se ven amarillas. Los puntos que aparecen numerados se extrajeron y se 
identificaron mediante espectrometría de masas.  
De entre todos los puntos o spots seleccionados y analizados por 
espectrometría de masas,  solo 11 fueron identificados como posibles sustratos 
lisosomales de la calpaína. Gracias al uso de una herramienta de software llamada 





de corte de calpaína (DuVerle et al. 2011), se predijeron los posibles sitios de escisión 
en sus dianas. En la tabla 7, se presentan las proteínas correspondientes a los 11 spots 
que se extrajeron, junto con las zonas más probables de corte para cada proteína. 
Algunas de las proteínas identificadas se localizan en los endosomas, tales como la 
ligasa de ácidos grasos de cadena larga (LACS) o la β2-glicoproteína1. Teniendo en 
cuenta que a partir de nuestro protocolo de fraccionamiento subcelular, se obtiene 
una fracción enriquecida en lisosomas, no podemos descartar la posibilidad de que 
aparezcan proteínas que no pertenezcan exclusivamente al compartimento 
endosoma- lisosoma. La presencia de la subunidad b2 de la bomba de protones V-
ATPasa (VATB2, V-type proton ATPase subunit B, brain isoform) resultó muy 
interesante, no solo por su función en la célula, ya que es la encargada del 
mantenimiento del pH ácido lisosomal, sino también porque la misma proteína se 
identificó en varios spots diferentes del gel (737, 746, 752 y 756).  
 
Tabla 7: Listado de puntos degradados de forma diferencial por la calpaína, 
seleccionados en el análisis 2D-DIGE, e identificados mediante espectrometría de 
masas. SC%: porcentaje de proteína que se solapa con los fragmentos identificados en el 
espectrómetro de masas. Score: puntuación teórica estimada con el algoritmo de Multiple 
Kernel, indicativa de la probabilidad de corte en cada punto dentro de la proteína. Con 













-CoA ligase 1 (LACS 
1) 
25% 
Ligasa de ácidos grasos 
de cadena larga, 
dependiente de ATP. 
40, 44, 105, 255, 
280, 403, 415, 
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20, 121, 183, 
267, 301, 305, 









55, 70, 120, 141, 
239, 275, 285, 






38, 59, 62, 65, 






19%    
 
Como se ha comentado, la proteína VATB2 constituye una diana de gran 
trascendencia en el mantenimiento de la homeostasis del pH lisosomal, ya que es una 
subunidad de la H+-ATPasa vacuolar (V-ATPasa). La V-ATPasa es una bomba de 
protones con múltiples subunidades, anclada a la membrana lisosomal, y encargada 
de la acidificación de los compartimentos intracelulares (Beyenbach et al. 2006). De 
ahí que, una alteración en dicha bomba conduzca a problemas en el funcionamiento 





endocíticas y exocíticas. A nivel patológico, mutaciones en diferentes subunidades 
de la bomba pueden acarrear desde sordera hasta osteopetrosis, una enfermedad 
caracterizada por el endurecimiento de los huesos, debido a la reducción de la 
actividad osteoclástica (Beyenbach et al. 2006). La escisión de VATB2 también se 
comprobó in vivo. Partiendo de extractos lisosomales de diferentes tiempos de destete, 
se realizaron western blots, en los que se observa que dicha subunidad de la V-
ATPasa desaparece de la fracción lisosomal. La degradación de dicha bomba, junto 
con la escisión de LAMP2a, apoya la idea de que, los lisosomas a lo largo de la 
involución de la glándula mamaria, sufren una progresiva desestabilización de sus 
membranas debida a la acción de las calpaínas (figura 29). 
 
 Figura 29: Niveles de VATB2 a lo largo de la involución. Inmunoblots 
correspondientes a fracciones enriquecidas en lisosomas. Se observa  que a las 72h de destete, se 
produce una degradación de VATB2, una de las subunidades de la V-ATPasa. Como marcador 
de carga se utilizó LAMP2. El resultado,  representativo de un mínimo de tres experimentos, 
fue cuantificado por densitometría usando el Image J. Las diferentes letras indican diferencias 
significativas tras el análisis ANOVA de los datos, p < 0.05; la letra “a” siempre indica el 








1.2.4. LA INHIBICIÓN IN VIVO DE LA CALPAÍNA RETRASA LA 
INVOLUCIÓN DE LA GLÁNDULA MAMARIA. 
 Para determinar la relevancia de las calpaínas en el contexto de la involución, 
y determinar exactamente las consecuencias de su actividad a nivel global, decidimos 
hacer experimentos de inhibición in vivo de las mismas, tanto con el uso de un 
inhibidor específico (calpeptina) como con el uso de siRNA. La inhibición in vivo de 
las calpaínas mediante inyección intraperitoneal de calpeptina  cada 24 horas durante 
las primeras 72 horas de destete, conduce a un retraso en la involución, como se 
puede observar en las tinciones de hematoxilina-eosina (figura 30). La presencia de 
estructuras túbulo-acinares y una mayor cantidad de células secretoras en las 
muestras tratadas con calpeptina, en comparación con tejido de 72h tratado con 
vehículo, demuestran el esperado retraso en la involución. Es más, las muestras a las 
que se les inyectó el vehículo presentan las características típicas de un destete de tres 
días: la matriz ya está remodelada, se han colapsado la mayoría de estructuras lóbulo-
alveolares y la glándula está prácticamente repoblada por los adipocitos. 
 
 Figura 30: Hematoxilina-eosinas de secciones de glándula mamaria con 






  Una vez vistos los efectos a nivel microscópico nos propusimos comprobar a 
nivel molecular, que efectivamente con el tratamiento con calpeptin, se impedía la 
activación de las calpaínas, y lo que esto conlleva. Es decir, un retraso en la 
degradación de los sustratos lisosomales, que en última instancia conduce a una 
demora en la muerte celular programada mediada por la liberación del contenido 
lisosomal. Mediante WB, se confirmó el efecto inhibitorio de calpeptina sobre las 
calpaínas (sobre todo en CAPN1) ya que hay una mayor cantidad de extremo amino, 
indicativo de una menor activación. También encontramos una menor degradación 
de LAMP2a. Sorprendentemente, ni la activación ni los niveles de CAPN2 se ven 
afectados, lo que sugiere que la escisión de LAMP2a in vivo se produce 










 Figura 31: Niveles de calpaínas y de marcadores de remodelación tisular tras 
el tratamiento in vivo de calpeptina. A) Western Blots de los extractos proteicos 
obtenidos a partir de glándula mamaria de ratones de 72h de destete a los que se les ha 
inyectado vehículo o calpeptina. B) Niveles de mRNA de TGF-β y Tenascina C en las 
muestras de 72h de vehículo y calpeptin. El análisis estadístico se llevó a cabo con el test t-
Student, donde *p<0.05 
  
Puesto que la histología observada (figura 30), muestra una alteración 
también a nivel del estroma y de la matriz extracelular tras el tratamiento con 





Tenascina-C es una glicoproteína de adhesión de la matriz extracelular que 
incrementa su expresión durante la involución (O’ Brien et al. 2011). La expresión de 
esta proteína se encuentra disminuida en los ratones inyectados con calpeptina. El 
TGF-1, es un factor regulador clave de la involución del tejido mamario, y su 
sobreexpresión se ha relacionado con una aceleración del remodelado acontecido 
durante el destete (Booth et al. 2007). En nuestro caso, los ratones tratados con 
calpeptina, al igual que en el caso anterior, presentan unos niveles de mRNA de TGF-
1 disminuidos de forma significativa. Por tanto, la disminución de los niveles de 
mRNA de Tenascina-C y TGF-1 (figura 31B) confirman esta menor remodelación 
de la glándula, sugiriendo la idea de que la inhibición de la activación de las 
calpaínas, retrasa, sin llegar a suprimir, el proceso de remodelación postlactancia.  
Para evaluar el grado de demora de la muerte celular programada de las 
células epiteliales secretoras utilizamos diversos enfoques. Por un lado, se determinó 
la presencia de fragmentos de cromatina, en forma de oligonucleosomas en las 
células (figura 32A). En este caso, se observa una disminución del mismo en los 
ratones tratados con calpeptina verificando el retraso observado en la involución. Por 
otro lado, la medida de la activación de caspasa-3 también se ha utilizado como 
forma de evaluar la apoptosis. Para cada una de las tres técnicas empleadas, western 
blot (figura 32B), medida de actividad caspasa-3 mediante espectrofotometría (figura 
32C) e inmunofluorescencia (figura 32D), se obtiene el mismo resultado. En todos 
los casos, se detecta que las muestras con calpeptina presentan mayor cantidad de 
caspasa-3 activa. Estos resultados, aunque inicialmente podrían ser contradictorios 
con un retraso en el inicio de la involución, se pueden explicar por el hecho de que 
los ratones tratados con el vehículo, ya han sufrido la mayor parte de la muerte 
celular, y la glándula mamaria ya ha sido prácticamente remodelada. Es decir, la 
inhibición de la actividad calpaína frena el proceso involutivo, pero no lo impide, ya 
que el proceso continúa, como se puede ver por la mayor cantidad de caspasa-3 
activa. De hecho, podría tratarse de una señal compensadora, frente a la falta de 

























Figura 32: Evaluación del grado de muerte celular: determinación de 
fragmentos oligonucleosomales y medida de la actividad caspasa-3, tras el 
tratamiento in vivo con calpeptina. A) Cantidad de mono- y oligonucleosomas (factor 
de enriquecimiento) en citoplasma, medida en extractos proteicos de ratones control (0h) 
y de 72h de destete a los que se les ha inyectado vehículo o calpeptina. Dicho parámetro 
se expresa como un incremento relativo respecto al control. B) Western Blots de extractos 
proteicos obtenidos tras 72h de destete con ratones inyectados bien con calpeptina o con 
vehículo. C) Medida de actividad caspasa-3 por espectrofotometría, según se ha 
explicado en material y métodos. D) Inmunofluoresencias con un anticuerpo contra 
caspasa-3 en muestras de 72h de destete tratadas con el inhibidor de calpaínas o el 







Todo lo expuesto anteriormente parece indicar que, in vivo, CAPN1 sería la 
calpaína implicada en la escisión de LAMP2a, y por tanto en la desestabilización 
lisosomal. Con el objetivo de demostrar esta idea, se silenció esta proteasa mediante 
siRNA Capn1 durante las primeras 72h de destete, inyectándose de forma local en la 
glándula mamaria con una periodicidad diaria. Tras el tratamiento, se extrajeron 
fracciones proteicas totales, y se verificó el silenciamiento parcial de CAPN1 por 
western blot. Los ratones transfectados mostraron una clara disminución en los 
niveles de proteína de CAPN1, en comparación con los ratones de 72h de destete. Es 
de destacar, la especificidad en el silenciamiento, ya que no se afectaron los niveles 
de CAPN2. También se puede apreciar en esta figura que la disminución de los 
niveles totales de CAPN1, conduce a una disminución de forma muy intensa en la 
degradación de LAMP2a, manteniéndose los niveles de LAMP2, el anticuerpo que 
reconoce el conjunto de isoformas en el dominio transmembrana, constantes.  Como 
ya se había observado antes con el tratamiento con calpeptina (figura 31A), parece 
ser que in vivo, es CAPN1 la encargada de la escisión de LAMP2a (figura 33), y por 
tanto, la principal mediadora de la desestabilización lisosomal. 
 
Figura 33: Niveles proteicos en extractos de glándula mamaria tratados con siRNA 
Capn1.  Western Blots de extractos proteicos obtenidos a partir de glándula mamaria de 
ratones  control (0h)  y de 72h de destete a los que se les ha inyectado siRNA. La igualdad 
de carga se ha comprobado con el uso de α-tubulina. El resultado es  representativo de 







1.3. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS  EN EL NÚCLEO. 
1.3.1. LAS CALPAÍNAS ESTÁN PRESENTES Y ACTIVAS EN FRACCIONES 
NUCLEARES. 
En diferentes tipos celulares se ha detectado un papel nuclear de las calpaínas 
(Chou et al. 2010; Chang et al. 2011) donde podrían ejercer su función gracias a su 
translocación directa al compartimento nuclear (Bano et al. 2010). En estos modelos 
experimentales,  la elevación transitoria del Ca2+ intracelular, somete a las calpaínas 
a una relocalización subcelular específica desde el citosol al núcleo, donde pueden 
degradar directamente factores de transcripción y proteínas nucleares (Neuberger et 
al. 1997; Watt et al. 1993). Entre este tipos de sustratos nucleares, se encuentran poly 
(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP) (Pellicciari et al. 2004), topoisomerasa I (Chou SM 
et al. 2011),  Ca2+ calmodulin-dependent protein kinase type IV (Tremper- Wells et al. 
2005). 
Mediante inmunofluorescencia pudimos comprobar que, tras 72 horas de 
destete, las calpaínas se encuentran presentes en torno a los núcleos de las células 
epiteliales. Con el objetivo de confirmar dicha presencia y conocer las funciones de 
las calpaínas en los núcleos, se aislaron fracciones nucleares, y se realizaron WB. 
Dichos experimentos muestran que ambas calpaínas, aparecían en núcleos a las 72h 
de destete (figura 34A). Por otra parte, cuando se determinó la pérdida del extremo 
aminoterminal de ambas proteasas; se halló que, además de estar presentes también 
estaban activas. La pureza de las fracciones nucleares, se evaluó mediante WB, 
utilizando anticuerpos contra marcadores de diferentes orgánulos (figura 34B). En 
secciones de glándula mamaria de ratones de 72h de destete en las que se realizó un 
ensayo de inmunofluorescencia, se detectó CAPN1 y CAPN2 circundando 
determinados núcleos de células epiteliales de acini (figura 34C). Para comprobar 
estas observaciones, se inmunoprecipitaron las nucleoporinas periféricas (como Nup 
358, Nup 214, Nup 153, Nup 62 reconocidas por el anticuerpo Mab414) y se realizó 
un WB contra calpaínas. El anticuerpo Mab414 es capaz de reconocer el epítopo 
hidrofóbico FXFG, secuencia altamente conservada y con diferente número de 
repeticiones en cada nucleoporina periférica (Bano et al. 2010). Los resultados 





con las nucleporinas ubicadas en posiciones externas dentro del complejo del poro 
nuclear (figura 34D). 
 
Figura 34: Las calpaínas están presentes y activas en núcleos de células 
epiteliales. A) Western blots de extractos nucleares (N) y citosólicos (C) de ratón lactante 
(0h) y de destete tras 72h. Se han determinado tanto los niveles como la activación de 
las calpaínas, usando los anticuerpos contra el extremo carboxi- y aminoterminal, 
respectivamente. GADPH (citosol) y Nup107 (núcleo) se ha usado como marcadores de 





ratones lactantes contra Lamp2 (Lisosomas), Calnexin (Retículo endoplásmico), CcOx 
IV (mitocondria), Histona H3 (Núcleos), TGN38 (Aparato de Golgi) y GADPH 
(citosol). C) Inmunofluorescencias de 72h de destete contra CAPN1 y CAPN2. Las 
puntas de flecha indican una señal de calpaína más intensa en torno al núcleo de células 
epiteliales. Escala 37,5 µm. D) Inmunoprecipitación con Anti-Mab414, un anticuerpo 
que reconoce nucleoporinas periféricas, seguido de WB contra CAPN1 y CAPN2. 
 
La translocación nuclear de calpaína también se evaluó a diferentes tiempos 
de involución, mediante inmunoblots de extractos nucleares purificados.Estos 
experimentos demostraron que ambas proteasas incrementan su presencia en los 
núcleos sobre todo tras 48h de destete (figura 35).  
 
Figura 35: Translocación progresiva de las calpaínas al compartimento 
nuclear. Inmunoblots correspondientes a fracciones enriquecidas en proteínas nucleares 
a diferentes tiempos de destete. El resultado, representativo de un mínimo de tres 
experimentos, fue cuantificado por densitometría usando el Image J. Las diferentes letras 
indican diferencias significativas tras el análisis ANOVA de los datos, p < 0.05; la letra 





1.3.2. LAS CALPAÍNAS INTERVIENEN EN LA ESCISIÓN DE 
NUCLEOPORINAS UBICADAS EN POSICIONES PERIFÉRICAS DEL 
COMPLEJO DEL PORO NUCLEAR. 
Dado que ya había sido descrito que, en modelos neuronales de 
excitotoxicidad, la muerte celular programada estaba mediada por las calpaínas a 
través de la escisión de nucleoporinas (NUP) (Bano et al. 2010); decidimos estudiar 
si en el contexto de la involución tenía lugar esta misma degradación. Para ello, se 
determinaron mediante WB los niveles de NUP, tanto periféricas como las ubicadas 
en la parte central del poro nuclear, en extractos nucleares aislados de ratones 
sometidos a diferentes tiempos de destete. Las NUP periféricas, reconocidas 
mayoritariamente por el anticuerpo Mab414 (Nup 358, Nup 214, Nup 153, Nup 62, 
etc) se degradan durante la involución (figura 36). La proteólisis de estas NUP parece 
limitarse solo a las que ocupan posiciones periféricas, ya que la Nup 107, como 
ejemplo de nucleoporina ubicada en posición central dentro del poro nuclear, no 
aparece afectada a medida que avanza el destete.  
 
Figura 36: Degradación de NUP periféricas a lo largo de la involución. 
Representación esquemática de la estructura del complejo del poro nuclear, donde se 
clasifican las diferentes nucleoporinas que lo componen según su localización dentro de 
esta estructura. A la derecha, se muestran los inmunoblots de extractos nucleares contra 
diferentes nucleoporinas periféricas (encuadre rojo), así como la nucleoporina central 





En secciones de glándula mamaria se realizó un ensayo de 
inmunofluorescencia, para comprobar la posible colocalización de las calpaínas con 
estas NUP periféricas, utilizando el anticuerpo Mab414. En dicho ensayo se observó 
que ambas calpaínas colocalizaban con este anticuerpo a 72h (figura 37, puntas de 
flecha), fenómeno que no era observado en los ratones lactantes. 
 
Figura 37: Localización de calpaínas junto con NUP periféricas en secciones 
de glándula mamaria control y tras 72h de destete. Inmunofluorescencias contra la 
CAPN1 (A) y la CAPN2 (B), junto con un marcador de nucleoporinas periféricas, 






1.3.3. LA INHIBICIÓN DE CALPAÍNAS MEDIANTE siRNA O CON 
CALPEPTINA IMPIDE LA ROTURA DE NUCLEOPORINAS IN VIVO E IN 
VITRO. 
Para demostrar la degradación de las NUP periféricas del poro nuclear por las 
calpaínas, se realizaron varios experimentos in vivo e in vitro. La inhibición in vivo de 
CAPN1, ya sea por siRNA o mediante calpeptina, un inhibidor farmacológico 
específico; se realizó con muestras de 72h de destete, ya que es cuando se observa 
una mayor degradación de las NUPs. Cuando se utilizó siRNA Capn1, los niveles de 
CAPN1 se redujeron significativamente, manteniéndose constante los niveles de 
CAPN2, lo que demostró la especificidad en el silenciamiento (figura 38A). En los 
ratones tratados con calpeptina, no se observan diferencias en los niveles totales de 
calpaínas, sin embargo, se percibe una disminución de la activación de CAPN1, 
como demuestra la mayor cantidad de extremo amino indicativo de una menor 
activación (línea superior figura 38B). En ambos casos se bloqueó la degradación de 
las NUP periféricas, tanto las de alto peso molecular (Mab414: Nup358, Nup214, 









Figura 38: Consecuencias nucleares de la inhibición in vivo de calpaínas. A) 
Western blots representativos de CAPN1 y CAPN2 en ratones control lactantes (0h), en 
ratones destetados durante 3 días, y en ratones con el mismo tiempo de destete, pero a 





Calpain-1). También se miden niveles de degradación de nucleoporinas periféricas 
(Mab414 y Nup62). B) Inmunoblots representativos donde se muestra los niveles de 
CAPN1 y 2 (utilizando anticuerpos contra los dominios amino- y carboxiterminal), 
Mab414 y Nup62, en extractos de glándulas mamarias vehículo y tratadas con 
calpeptina a las 72h del destete. tubulina se utilizó como control de carga en ambos 
casos.  
Por otro lado, se realizaron experimentos in vitro partiendo de extractos 
nucleares de glándulas mamarias extraídas de ratones lactantes, ya que estos 
conservan la completa integridad de los poros nucleares y de las nucleporinas que los 
componen. Estos extractos frescos se trataron con concentraciones crecientes de 
calpaínas recombinantes en presencia de Ca2+, a 37ºC durante 1h. Tras el 
tratamiento, las muestras se cargaron en un gel de acrilamida para su posterior 
análisis vía WB. La adición de una dosis creciente de calpaínas, induce una 
degradación proporcional de NUP periféricas. En ausencia de calpaínas y Ca2+, no 
se observa la escisión de dichas NUP, confirmando el papel de las calpaínas en el 
procesamiento proteolítico de determinadas proteínas que componen el complejo del 
poro nuclear (figura 39A y 39B).  
Además, se emplearon diferentes inhibidores de calpaínas para comprobar la 
especificidad de rotura. En este caso se procedió del mismo modo que en los 
experimentos anteriores, es decir, se partieron de extractos nucleares control a los 
que se les añadieron diferentes inhibidores de calpaínas: calpeptina, un inhibidor 
específico de calpaínas; calpain inhibitor VI y ALLN, inhibidores mixtos de calpaínas 
y otras proteasas. Tras el tratamiento se realizaron WB de los extractos y se observó 
que la presencia de inhibidores de calpaínas bloquea la degradación de las NUP 
(figura 39C y 39D), lo que demuestra la participación directa de las calpaínas en la 
desestabilización de los poros nucleares durante el destete. En ambos experimentos 
el uso de un anticuerpo contra el extremo amino de la histona H3, confirma la 







Figura 39: Degradación específica y dosis-dependiente de NUP periféricas 
por calpaínas. Western blots contra nucleoporinas periféricas, las de alto peso molecular 
reconocidas por Mab414, y Nup62; en extractos nucleares control tratados con 
concentraciones crecientes de r-CAPN1(A) y r-CAPN2 (B), junto con Ca2+ (0.5 mM y 
5 mM, respectivamente). Western blots contra por Mab414, y Nup62 en extractos 
nucleares control tratados con r-CAPN1(C) y r-CAPN2 (D), junto con Ca2+ (0.5 mM y 
5 mM, respectivamente) y diversos inhibidores de calpaínas: calpeptin, inhibidor 
específico de calpaínas; y calpain inhibitor VI y ALLN, inhibidores mixtos de calpaínas 
y otras proteasas. En todas las figuras el extremo amino de la histona H3, confirma la 
igualdad de carga. 
 
1.3.4. LA TRANSLOCACIÓN NUCLEAR DE CALPAÍNA IMPLICA LA 
PÉRDIDA DE SELECTIVIDAD DEL TRANSPORTE A TRAVÉS DE LA 
MEMBRANA NUCLEAR DE LAS CÉLULAS EPITELIALES. 
Se ha descrito que la escisión de las NUP periféricas genera una alteración en 





pérdida de la selectividad del transporte nuclear (Bano et al. 2010). Una consecuencia 
de esta alteración progresiva de la pérdida del transporte selectivo, sería el paso de 
proteínas citoplasmáticas al núcleo y viceversa. De hecho, en algunos modelos se ha 
observado que esta pérdida de la selectividad, puede cursar con la acumulación 
intranuclear de tubulina citoplasmática (D’angelo et al. 2009). Para comprobar en 
qué medida estaba afectada la selectividad del transporte nuclear, examinamos los 
niveles de tubulina y aldolasa (otro marcador citosólico) en núcleos y citosol, 















 Figura 40: Consecuencias de la pérdida de la selectividad del transporte 
nuclear: tubulina y aldolasa en núcleos de ratones destetados. A) Inmunoblots en 
extractos citosólicos (C) y nucleares (N) de ratones control (0h) y tras 72h de destete. 
GADPH y Nup107 se han usado como marcadores de fracción citosólica y nuclear, 
respectivamente. El análisis estadístico se llevó a cabo con el test t-Student, donde 





de extractos totales (T) de tubulina en control (0h) y a diferentes tiempos de destete. 
GADPH y Nup107 se han usado como marcadores de fracción citosólica y nuclear, 
respectivamente. El resultado, representativo de un mínimo de tres experimentos, fue 
cuantificado por densitometría usando el Image J. Las diferentes letras indican 
diferencias significativas tras el análisis ANOVA de los datos, p < 0.05; la letra “a” 
siempre indica el menor valor dentro del grupo.   
 
 En la figura se muestra que, tanto la tubulina como la aldolasa en ratones 
control, se ubican mayoritariamente en el citosol; sin embargo en los ratones tras 72h 
de destete, ambas proteínas aparece de forma uniformemente distribuida en el 
compartimento nuclear y citosólico, sugiriendo una pérdida del transporte selectivo 
nuclear (figura 40A). De hecho, cuando se determinan los niveles de tubulina a 
diferentes tiempos de destete, se observa una pérdida proporcional de esta proteína 
citoplasmática, al mismo tiempo que comienza a aparecer en el compartimento 
nuclear (figura 40B). 
 
Otro tipo de experimento in vitro, confirma esta pérdida de la integridad de la 
membrada  nuclear mediada por calpaínas. La estrategia seguida en este experimento 
fue la siguiente: a extractos nucleares control, cuyas estructuras nucleares se 
presuponen intactas, por no haberse iniciado la muerte celular programada; se añadió 
calpaína y Ca2+ durante 15 min a 37ºC. Una posterior centrifugación, con el 
consiguiente análisis  mediante WB de los sobrenadantes y los precipitados, muestran 
un incremento de Histona H3 en el sobrenadante, concomitante a una degradación 
de la NUP periféricas en los precipitados (núcleos residuales); cuando se trata con 
calpaína y Ca2+ (figura 41). Dichos experimentos confirman que, la translocación 
nuclear de las calpaínas en células epiteliales, puede mediar la pérdida de la 
selectividad del trasporte nuclear gracias a la escisión proteolítica de las NUP 


















Figura 41: Liberación de Histona H3 al sobrenadante mediada por adición 
de calpaína sobre extractos nucleares control. Esquema representativo del experimento 
llevado a cabo con extractos nucleares de ratones control. La adición de r-CAPN2 y Ca2+ 
induce una liberación de Histona H3 a los sobrenadantes de las muestras tratadas, junto 
a una disminución de las NUP periféricas en los núcleos. 
 
2. PAPEL DE CAPN1 EN LAS CÉLULAS DEL ESTROMA DEL 
TEJIDO MAMARIO. 
2.1. CAPN1 ESTÁ PRESENTE EN FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN 
CROMATINA DE CÉLULAS ESTROMALES. 
Examinando con atención las inmunofluorescencias en la que se estudiaba la 
localización de CAPN1 alrededor de los núcleos, en ratones tras 72h  de destete,  se 
observó que ésta no solo se encontraba en los núcleos de las células epiteliales, sino 
también en torno a los núcleos de células estromales (figura 42, puntas de flecha). El 
estroma mamario, que deriva fundamentalmente del mesodermo, está constituido 
por matriz extracelular y células estromales, las cuales pueden clasificarse a su vez 







Figura 42: Inmunofluorescencia contra CAPN1 y Mab414. En ratones 
sometidos a un destete de 72h se detecta localización de CAPN1 en torno a núcleos de 
células epiteliales y estromales. Escala 37,5 µm y 20 µm, respectivamente. 
A pesar de que los primeros indicios de localización nuclear de CAPN1 en 
células estromales se obtuvieron en ratones sometidos a 72h de destete, el posterior 
estudio y análisis de la función de esta proteasa en el núcleo de las células estromales, 
se centró en un intervalo temporal anterior (48h), ya que la estructura de la glándula 
mamaria, tanto epitelio como estroma, presentan una distribución más homogénea 
y menos colapsada. Experimentos posteriores, confirman que es más significativo 
desde un punto de vista funcional el papel de la CAPN1 en células estromales a 48h 
de destete que a 72h. 
Para identificar con exactitud, qué tipo de subpoblación de células del estroma 
eran positivas para la localización nuclear de CAPN1, se realizaron ensayos de 
inmunfluorescencia. Se utilizó la perilipina, como marcador de adipocitos, ya que se 
trata de una proteína que se asocia a las gotas de lípidos almacenadas en este tipo de 
células (Bickel et al. 2009). Las secciones muestran que solo en ratones destetados, la 
CAPN1 está presente en los núcleos de las células del estroma, que a su vez, son 
positivas para perilipina. Además se puede constatar que la presencia de calpaína en 
estas células no se limita a la periferia de la membrana nuclear, sino también parece 





    
Figura 43: Inmunofluorescencias contra la CAPN1 junto con un marcador 
de adipocitos, la perilipina. En ratones sometidos a un destete de 48h se observa 
colocalización de CAPN1 en núcleos de células con señal positiva para la perilipina. 
Esta misma colocalización no se observa en los adipocitos de ratones control. Escala: 75 
µm y 20 µm, respectivamente en las imágenes superiores e inferiores. 
Como se observa en la imagen 43, CAPN1 está presente en núcleos de 
adipocitos de muestras de ratones hembras lactantes destetadas. La translocación de 
las calpaínas al núcleo como evento implicado en la diferenciación y la adipogénesis  
ya había sido descrito en modelos in vitro (Yajima et al. 2006). En el contexto de la 
involución de la glándula mamaria, la muerte celular programada del epitelio 
secretor acontece de forma simultánea a la repoblación del tejido adiposo mamario 
por los adipocitos (Resemann et al. 2013). De hecho, esta recolonización de la 
glándula con adipocitos diferenciados, empieza a ser significativa a las 48-72h de 






Figura 44: Repoblación de la glándula por los adipocitos. A) 
Inmunofluorescencias contra la CAPN1, perilipina (marcador de adipocitos) y Hoechst 
(marcador de núcleos) a diferentes tiempos de destete. La imagen muestra la colonización 
progresiva de la glándula por los adipocitos (azul). Escala 150 µm. B) Medida de la 
repoblación de la glándula por los adipocitos a lo largo de la involución con respecto al 
control. Se compara la intensidad de señal de la perilipina/mm2 en un mínimo de tres 
ratones por condición. El análisis estadístico se hizo mediante ANOVA, donde las 
diferentes letras indican diferencias significativas, p < 0.05; la letra “a” siempre indica 





La expansión de los adipocitos, cuantificada mediante el área ocupada en 
cada campo por la perilipina (en azul) se llevó a cabo con el software Image J. Dicho 
análisis muestra que, el incremento en la cantidad de adipocitos por área de tejido, 
empieza a ser significativo a las 48h de destete, justo en el momento en el que se 
observa esta localización nuclear de la calpaína (figura 44B). De hecho, este fue el 
motivo que nos llevó a seleccionar las 48 horas como tiempo idóneo para el estudio 
de la CAPN1 en células estromales. 
Dado que en la glándula mamaria existen numerosos procesos de secreción 
de proteasas a la matriz extracelular, con el fin de alcanzar el remodelado 
postlactancia (Green et al. 2005), nuestro siguiente objetivo fue determinar la 
procedencia de esta CAPN1 detectada en los núcleos de adipocitos a las 48h de 
involución. Para esto, se midieron niveles de mRNA en fracciones de adipocitos 
extraídas a diferentes tiempos de destete mediante RT-qPCR. Dicho análisis mostró 
que los niveles de CAPN1 se incrementaban en adipocitos conforme transcurría el 
destete (figura 45A), confirmando la idea de que no se trata de una proteasa secretada 
al medio por las células epiteliales adyacentes, sino expresada directamente por los 
adipocitos.  
Una vez confirmada la procedencia, se decidió indagar en el nivel de 
activación de la misma, mediante la detección del extremo amino en extractos de 
adipocitos. Como puede observarse en la figura 45B, tanto la CAPN1 de los 
extractos totales como de las fracciones de adipocitos, pierde su extremo 
aminoterminal a medida que avanza la involución, demostrando su activación en los 
dos tipos celulares. 
Por otro lado, con el fin de examinar que efectivamente CAPN1 presentaba 
una función completamente diferente a la observada en las células epiteliales, se 
realizaron inmunoblots contra NUP periféricas. Dichos experimentos muestran una 
clara degradación de nucleoporinas (como previamente se ha descrito) en los 
extractos totales; mientras que en los extractos de adipocitos, dicha rotura no se 
observa (figura 45C). A la vista de estos resultados se podría sugerir que la CAPN1 
presenta una función diferente en las células adipocíticas, a la que presenta en las 







Figura 45: Niveles de expresión y de activación de CAPN1 en extractos de 
adipocitos control (0h), 2 y 5 días de involución. A) Mediante RT-qPCR. Se 
determinaron niveles de mRNA de Capn1 en extractos de adipocitos a diferentes tiempos 
de destete. Los valores se normalizaron usando como housekeeping IPO8. El análisis 
estadístico se hizo mediante ANOVA, donde las diferentes letras indican diferencias 
significativas, p < 0.05; la letra “a” siempre indica el menor valor dentro del grupo. B) 
Niveles de activación de CAPN1 en extractos de adipocitos control (0h), 2 y 5 días de 
involución mediante WB. El T-test se realizó para el análisis estadístico de Nup 62 
donde *** p <0,001 0h vs  72h en los extractos totales.  C) Niveles de Nup62 en extractos 
totales y de adipocitos en ratones control (0h) y 72 horas de destete. El T-test se realizó 






2.2. CAPN1 COLOCALIZA CON HISTONA H3 EN ADIPOCITOS 
DURANTE LA INVOLUCIÓN DE LA GLÁNDULA MAMARIA. 
El hecho de que la calpaína no se limitara solo a la región periférica del núcleo, 
nos hizo plantearnos si ésta podía estar asociada con alguna proteína estructural o 
reguladora de la cromatina. Para poder comprobar que efectivamente CAPN1 estaba 
interaccionando con alguna proteína cromatínica en núcleos de ratones destetados, 
se aislaron extractos enriquecidos en proteínas cromatínícas partiendo de la fracción 
nuclear insoluble. Dicha fracción se lavó con sucesivas centrifugaciones y tras la 
sonicación del precipitado, se obtuvieron extractos enriquecidos en proteínas ligadas 
a la cromatina (Wysocka et al. 2001). En los WB de este fraccionamiento subnuclear, 
se puede distinguir la presencia de CAPN1 en fracciones cromatínicas a las 48h de 
destete, hecho que no se cumple ni para la CAPN2, ni para ninguna de las dos 
calpaínas en las condiciones control (0h). La validez del protocolo de 
fraccionamiento subnuclear se determinó  mediante la presencia mayoritaria de 
Histona H3 en las fracciones enriquecidas en cromatina (Cr), mientras que en los 
extractos control también se puede distinguir una mayor cantidad de NUP periféricas 
en la fracción nuclear soluble (N) (figura 46). 
 
Figura 46: Inmunoblots en extractos nucleares solubles (N) y enriquecidos en 
cromatina (Cr), de ratones control (0h) y de 48h de destete. A) Se ha analizado la 
presencia  y niveles de CAPN1 y CAPN2. NUP periféricas (Mab414 y Nup 62) e 
Histona H3, se han usado como marcadores de fracción nuclear y enriquecida en 





nucleares. El Western Blot se realiza contra la Histona H3 y Capn1. Un 1% de la 
muestra inicial es cargada como Input. 
Comprobada la interacción de la calpaína con la cromatina, bien de forma 
directa o indirecta; se decidió realizar una inmunoprecipitación con CAPN1 seguido 
de WB contra Histona H3. En este caso, se observa que a las 48h de destete (figura 
46A), la CAPN1 inmunoprecipitada se encuentra interaccionando con la Histona H3 
(figura 46B), mientras que esta interacción no se observa en los ratones control. El 
resultado se confirmó por inmunofluorescencia, usando anticuerpos contra ambas 
proteínas. La colocalización de CAPN1 con Histona H3, se detecta 
fundamentalmente en los núcleos de células con una morfología clásica de adipocito: 
núcleo excéntrico desplazado del centro celular por la presencia de una gran vacuola 
de lípidos. Las imágenes de las inmunofluorescencias muestran a los adipocitos 
como, células huecas con el citoplasma y el núcleo formando una banda estrecha en 
las proximidades de la membrana citoplasmática. Ello es debido a que, los lípidos 
que se almacenan en las vacuolas de grasa son eliminados con los solventes orgánicos 
(como el xileno) empleados en el procesamiento del tejido, para su tinción con los 











Figura 47: Localización de CAPN1 en núcleos de células con morfología de 
adipocito. Inmunofluorescencias contra CAPN1 e Histona H3 en secciones de glándula 





anticuerpos en el núcleo de las células con una morfología típica de adipocito a las 48h 
de destete (puntas de flecha). Escala: 75 y 20 µm, en los paneles superiores e inferiores 
respectivamente. 
Los resultados anteriores parecen confirmar una especificidad de 
colocalización en adipocitos y no en células epiteliales. Con el fin de confirmar esta 
idea, se analizó también la localización de las dos proteínas en células apoptóticas, 
que han sido liberadas al lumen acinar durante el destete. Para esto, se realizaron 
inmunofluorescencias y no se observó colocalización de CAPN1 con Histona H3 en 
los núcleos de las células apoptóticas, confirmando esta especificad de interacción 













Figura 48: Localización de CAPN1 en células apoptóticas liberadas al lumen 
de los acini. Inmunofluorescencias contra CAPN1 e Histona H3 en secciones de tejido 
control lactante (0h) y de 24h de destete. Nótese la presencia de células apoptóticas en el 






2.3. CAPN1 MEDIA LA ESCISIÓN DEL EXTREMO N-TERMINAL DE LA 
HISTONA H3 IN VIVO E IN VITRO. 
A la vista de la posible interacción entre CAPN1 e Histona H3 se decidió  
evaluar tanto los niveles de Histona H3, como las diferentes marcas epigenéticas de 
esta histona a lo largo del destete. Cuando se determinó por WB los niveles de 
Histona H3, usando un anticuerpo que reconoce el extremo amino- y 
carboxiterminal de esta histona, se encontró que a partir de las 48h de destete la 
Histona H3 sufría un procesamiento proteolítico, observándose en el WB una banda 
de menor peso molecular (Histona H3 truncada, H3t), capaz de migrar más rápido 
en el gel. Dicha variante, es detectada únicamente por el anticuerpo contra el extremo 
carboxiterminal, y no por el anticuerpo generado contra el extremo amino. Este 
reconocimiento diferencial entre los dos anticuerpos de H3, señala una posible 
pérdida del extremo amino de la histona. En este sentido, ya había sido descrito en 
diferentes modelos in vitro una proteólisis similar del extremo amino de la Histona 
H3 por determinadas proteasas, entre ellas la catepsina L (Duncan et al. 2008; 
Mandal et al. 2012).  
De hecho, cuando se analizan marcas epigenéticas de la histona ubicadas en 
diferentes posiciones (lisina 4, lisina 27, etc) con respecto al extremo amino, se 
confirma la idea de este procesamiento proteolítico del extremo amino. El anticuerpo 
contra la trimetilación en la lisina de la posición 4 no reconoce la H3t, porque a esta 
altura el extremo amino ya ha sido escindido. Sin embargo, al usar un anticuerpo 
que reconoce la trimetilación en la lisina 27, ubicada en una posición posterior con 
respecto al sitio de corte, sí que se observa la H3t (figura 49A). Estos resultados, junto 
con los que presentan una interacción de Histona H3 con CAPN1 (figura 46B y 47), 
apuntan a una posible proteólisis de Histona H3 por CAPN1. 
La utilización de inhibidores específicos de CAPN1 sobre ratones destetados, 
en los que se observa la presencia de la forma truncada de la histona H3 (H3t), 
demostró que esa rotura está provocada in vivo de forma específica por CAPN1. La 
inhibición in vivo mediante siRNA Capn1, redujo los niveles de CAPN1 y a su vez la 
proteólisis de la Histona H3. Por otro lado, con el uso de calpeptina, la cual inhibe 





49B y 49C). Como marcador de carga, se ha utilizado el anticuerpo de la Histona H3 










     
 
Figura 49: Niveles proteicos de Histona H3 y de varias modificaciones de la 
misma a lo largo del destete y en los experimentos de inhibición de calpaínas. A) 
Inmunoblots contra diferentes epítotos y variantes postraduccionales de la Histona H3 
en secciones de tejido control lactante (0h) y de 48 y 72h de destete. Cabe señalar la 
presencia de H3t de menor peso molecular que aparece en torno a las 48h y que es 
reconocida solo por los anticuerpos contra el extremo carboxi y el H3K27me3. B) y C) 
Western blots resultantes de la inhibición in vivo tanto de la expresión (siRNA) y de la 
activación de CAPN1 (calpeptin), respectivamente. La igualdad de carga se confirma 
mediante el uso del anticuerpo de la Histona H3 que reconoce el extremo amino. 
Para comprobar este especificidad de rotura, y confirmar la proteólisis directa 
de la Histona H3 por la CAPN1, se realizó un experimento in vitro con ambas 
proteínas recombinantes. La electroforesis de estas muestras en un gel de 
poliacrilamida, revela que cuando las dos proteínas se incuban conjuntamente, parte 
de la Histona H3 sufre una degradación (figura 50A). Para comprobar que 
efectivamente esta H3t (marcada con un asterisco) se corresponde al fragmento de la 





proteómica. El resultado de dicho análisis identificó la banda escindida como 
















Figura 50: Experimento con CAPN1 e Histona H3 recombinante. Análisis 
del punto de corte mediante extrapolación del peso molecular y el uso de un método 
informático de predicción. A) Coomasie resultante de la incubación de CAPN1 e 
Histona H3 recombinante. Representación del posible sitio de corte calculado a partir de 
un análisis de los pesos moleculares. B) Análisis de los pesos moleculares de la Histona 
H3 truncada, a partir del coomasie presentado en la figura 50A. Utilizando el Software 
ImageQuant TL, se ajustó el patrón de pesos moleculares a una curva logarítmica, a 
partir de la cual se extrapolan los pesos moleculares de las bandas. La pérdida de 1,33 





la aplicación EnCor Biotecnology. C) Probabilidad de corte para cada una de las 
posiciones de la Histona H3 por la CAPN1. Representación de la puntuación obtenida 
para cada una de las posiciones posibles de punto de corte para la Histona H3 (M. 
Musculus), según el método de predicción basado en los Multiple Kernel Learning 
algorithms (DuVerle et al. 2011). La posición marcada con flecha azul (puntuación de 
0,14), coincide con la teórica calculada mediante nuestra aproximación de pesos 
moleculares. La barra en azul claro, muestra la posición con una puntuación más alta, 
pero no indica que sea la observada en nuestro contexto. 
Con el fin de predecir el sitio de escisión más probable, se llevó a cabo un 
análisis de comparación de pesos moleculares, como viene descrito en material y 
métodos. El resultado de dicho estudio prevé que el posible sitio de escisión de la 
Histona H3 sea en la extremo N-terminal, alrededor de la lisina 9 y la serina en 
posición 10 (K9-S10), residuos que son altamente conservados entre especies (figura 
50B). Utilizando el método de predicción basado en los Multiple Kernel Learning 
algorithms también se señala esta posición como una de las probables o susceptibles a 
ser proteolizada por calpaína (puntuación de 0,14) (figura 50C). Esta predicción 
podría explicar por qué el fragmento no se puede observar cuando se utiliza el 
anticuerpo que reconoce metilaciones en posición 4, y sí que se observa cuando se 
usa el anticuerpo que reconoce metilaciones en posición 27 (figura 49A) . Este 
fragmento de la Histona H3 obtenido en los experimentos con proteínas 
recombinantes in vitro, es el mismo que el que se observa in vivo durante la involución 
de la glándula mamaria. 
Además, se realizaron experimentos in vitro adicionales para confirmar esta 
proteólisis de la Histona H3 por CAPN1. Por un lado, partiendo de extractos 
nucleares aislados de ratones lactantes control (0h) o de 48h de destete, se añadió 
rH3. Tras la incubación, las muestras se sometieron a WB. Como puede verse en la 
figura 51A, en los extractos nucleares control, donde las calpaínas no están activas 
no se proteoliza la histona H3. Sin embargo, si se añade rH3 a las muestras de 48h 
de destete cuando las calpaínas ya están activas, se induce un incremento de la H3t. 
La adición de calpeptina, el inhibidor específico de calpaínas, a los extractos a los 





fragmentación de la Histona H3. Resultados similares se obtienen con extractos 







 Figura 51: Escisión de la Histona H3 recombinante en extractos nucleares de 
0 y 48h de destete. A) Inmunoblots de extractos nucleares contra CAPN1 e Histona H3 
(diferentes epítopos) en ratones control (0h) y de 48h de destete. La adición de rH3 a los 
extractos de 48h aumenta la H3t, mientras que la adición de calpeptina hace disminuir 
este aumento de la forma truncada a niveles basales. B) de destete. Inmunoblots de 








Figura 52: Escisión dosis dependiente y específica de la Histona H3 por r-
CAPN1. A) Inmunoblots de extractos nucleares contra el extremo carboxi- y 
aminoterminal de la Histona H3 en ratones control (0h) tratados con dosis crecientes 
(0.1, 0.5 y 2 U)  de rCAPN1 y Ca2+ (0.5 mM). B) Inhibición in vitro de la proteólisis de 
la Histona H3 por r-CAPN1. Western Blots de extractos nucleares contra el extremo 
carboxi- y aminoterminal de la Histona H3 en ratones control (0h) tratados con  1 U  de 





Del mismo modo, la adición de dosis crecientes de rCAPN1 a extractos 
nucleares de glándulas lactantes control, induce de forma proporcional la aparición 
de H3t (figura 52A). Como en todos los casos anteriores, la adición de calpeptina a 
estos extractos nucleares bloquea esta escisión (figura 52B). Todos estos 
experimentos realizados in vitro proporcionan pruebas concluyentes que confirman 
la especificidad de la rotura de la Histona H3 por CAPN1. 
 
2.4. CAPN1 PODRÍA PARTICIPAR EN LA DIFERENCIACIÓN TERMINAL 
DE LOS ADIPOCITOS. 
 Analizando los resultados, se puede llegar a relacionar la posible función y/o 
consecuencia biológica de esta escisión de la Histona H3 por la CAPN1 en adipocitos 
de ratones destetados. Dicha conexión se establece gracias al hecho de que el 
procesamiento proteolítico de la histona H3 por CAPN1 en células adipocíticas a las 
48h de destete, aparece justo cuando comienza la fase de la repoblación de la 
glándula mamaria por los adipocitos.  
 En este sentido, durante la diferenciación de adipocitos algunos genes que 
deben ser expresados se reposicionan desde la periferia nuclear hacia el interior 
nuclear, coincidiendo con el inicio de su transcripción (Musri et al. 2010). Se ha 
especulado que las modificaciones de histonas y la distribución nuclear, cooperan 
para modular la transcripción de genes adipogénicos (Geyer et al. 2011). Teniendo 
en cuenta estos estudios, pensamos que la escisión de la Histona H3 mediada por 
CAPN1, podría estar implicada  en la activación de la expresión de genes necesarios 
para la diferenciación de los adipocitos. 
 En primer lugar,  para comprobar si este efecto tenía un papel global sobre 
toda la estructura de la cromatina en los adipocitos, se estudió la posible 
colocalización de CAPN1 con diferentes marcas epigéneticas de la Histona H3 
mediante ensayos de inmunofluorescencia. Por un lado, se estudió una de las marcas 
por excelencia en los procesos activadores de la transcripción, la trimetilación en la 
lisina 4 (H3K4me3). En este caso, se observó un patrón periférico muy intenso que 
coincidía con la señal de la CAPN1 en los adipocitos a 48h de destete (figura 53A). 





expresión facultativa, la trimetilación en la lisina 27 (H3K27me3). Cuando se 
observaron las imágenes obtenidas para el anticuerpo contra H3K27me3, se distingue 
una distribución más difusa por todo el compartimento nuclear, mostrándose la 
colocalización con CAPN1 solo en la periferia (figura 53B). 
 
Figura 53: Localización de CAPN1 y diferentes marcas epigenéticas de la 
Histona H3 (H3K4me3 y H3K27me3). Inmunofluorescencias contra CAPN1 y la 
histona H3 con los siguiente patrón de metilación, H3K4me3 (A) y H3K27me3 (B) en 
secciones de tejido de 48h de destete. Escala: 40 y 10 µm en los paneles sin ampliación y 
con ampliación respectivamente. 
 Ya a un nivel más concreto, con el objetivo de determinar si CAPN1 estaba 
implicada en la expresión de genes adipogénicos se llevó a cabo una 
inmunoprecipitación de cromatina con CAPN1. Se detectó la presencia de esta 
proteasa en los promotores de varios genes adipogénicos, implicados en la 
diferenciación de los adipocitos (CEBP y en la adquisición del fenotipo del 
adipocito (leptina) a las 48h del destete. Sin embargo, CAPN1 no fue detectada en los 
promotores de genes implicados en otra clase de procesos, como la MBP (Myelin 
Basic protein) encargada de aumentar la conducción del impulso nervioso (figura 54A 
y 54B). Por otra parte, cuando se analizan los niveles de mRNA de estos genes 





diferenciación, en comparación con el pico de lactancia (figura 54C). Sugiriendo esta 
posible activación transcripcional mediada de forma directa o indirecta por CAPN1. 
 
Figura 54: CAPN1 está presenta en promotores de genes adipogénicos y nivel 
de expresión de los mismos durante el destete. A) PCR semicuantitativas resultantes 
del ChIP contra CAPN1 en ratones control y de 48h de destete. Se han analizado los 
promotores de dos genes adipogénicos, y un gen no relacionado: MBP, la proteína básica 
de mielina. B) PCR cuantitativa de los mismos promotores utilizando los mismos 
inmunoprecipitados. El análisis estadístico se llevó a cabo con el test t-Student, donde 
*p<0.05. C) Niveles de expresión de CEBPy leptina en muestras de adipocitos a diferentes 
tiempos de destete. El análisis estadístico se hizo mediante ANOVA, donde las diferentes 
letras indican diferencias significativas, p < 0.05; la letra “a” siempre indica el menor 






Por tanto, todos estos experimentos apuntan a una posible relación de la 
CAPN1 en la diferenciación de los adipocitos, a través de la proteólisis de la 
Histona H3. Dicha proteólisis puede entenderse como una forma potencial de 
regulación de la estructura de la cromatina en los promotores de genes  
adipogénicos, ya que podría suponer la eliminación de marcas epigenéticas 
represivas sobre genes de diferenciación, o la prevención de nuevas marcas 



































































































1. LA GLANDULA MAMARIA COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA 
EL ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA. 
 La glándula mamaria es un tejido muy dinámico y altamente especializado. 
Su desarrollo tiene lugar principalmente después del nacimiento y su etapa más 
diferenciada solo se alcanza durante el embarazo y la lactancia (Watson et al. 2008). 
Gracias a los procesos de proliferación y diferenciación que tienen lugar durante el 
embarazo, el epitelio ductal y alveolar pasa a adquirir un fenotipo secretor. Cuando 
termina la lactancia, se produce la muerte celular programada de este epitelio, que 
junto con una remodelación tisular de la matriz y la proliferación y diferenciación de 
los adipocitos, devuelven la glándula a su arquitectura pregestacional. Este conjunto 
de procesos simultáneos, es lo que se conoce como regresión postlactancia o 
involución de la glándula mamaria (Stein et al. 2007). La muerte celular del epitelio 
secretor está regulada por numerosas vías de señalización como STAT3, NF-κB, 
LIF, TGFβ; así como numerosas proteasas: caspasas, metaloproteasas, calpaínas etc. 
Nuestro grupo se propuso estudiar la vía de NF-κB a través de la identificación de 
sus dianas génicas mediante la técnica de ChIP/chip, y observó que la expresión de 
las calpaínas estaba modulada por este factor de trascripción (Torres et al. 2011). 
 La acumulación de Ca2+ intracelular es una de las primeras consecuencias 
observadas a lo largo de la involución mamaria y se debe a varios factores. El primero 
y más importante es la acumulación de leche en el lumen de los acini por la falta de 
succión por parte de las crías (Reinhardt et al. 2004). Otro factor también importante, 
es la disminución de la expresión de Pmca2, una de las principales bombas que 
secretan Ca2+ del interior celular al lumen de los alveolos. Por este motivo, entre 
todos los genes modulados por NF-B a las 48 horas de destete, decidimos centrarnos 
en las calpaínas, ya que al tratarse de proteasas calcio-dependientes, su actividad 
estaría aumentada por este incremento del Ca2+ intracelular. De hecho, cuando se 
determinaron los niveles de actividad de las mismas en extractos proteicos totales de 
glándula mamaria, se observó un incremento significativo a partir de las 48 horas de 





 Dado que la involución es un excelente modelo para el estudio de la muerte 
celular programada, la apoptosis, la autofagia y otros procesos involucrados en la 
retirada de las células epiteliales productoras de leche, se decidió investigar la posible 
implicación de las calpaínas en este proceso de MCP. Nuestro grupo ya describió un 
incremento de la activación de las catepsinas a lo largo de la involución (Zaragozá et 
al. 2009), lo que llevó a pensar, que los lisosomas podrían jugar un papel esencial en 
la muerte celular programada de las células epiteliales. En este sentido, recientemente 
Kreuzaler et al. demostraron que la liberación del contenido lisosomal constituye uno 
de los estímulos iniciadores de la cascada de muerte, confiriendo una morfología 
peculiar a las células liberadas al lumen de los acini (Kreuzaler et al. 2011). Por tanto, 
el primer de los objetivos fue descubrir si las calpaínas mediaban de algún modo esta 
desestabilización lisosomal. Para ello, se identificaron diferentes dianas lisosomales 
susceptibles de ser procesadas por calpaínas, potencialmente implicadas en la 
desestabilización de la membrana de este orgánulo.  
1. 1. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL LISOSOMA 
 La vía de apoptosis clásica implica siempre una disminución del tamaño 
celular, agrupación de orgánulos, condensación de la cromatina en masas densas 
bien definidas y formación de cuerpos apoptóticos (Kanzler et al. 2000). Por otro 
lado, la necrosis se caracteriza por incremento del volumen celular, seguido de 
incapacidad de mantenimiento de la integridad de la membrana plasmática y 
liberación del contenido citoplasmático al medio. En este sentido, en la involución 
de la glándula mamaria, se han observado rasgos de un tipo especial de MCP, puesto 
que las células que son liberadas de la pared alveolar a las pocas horas del destete 
presentan: dos núcleos hipercondensados (los cuales sugieren un fallo en la 
citocinesis más que una fragmentación del núcleo en dos partes idénticas), hinchazón 
(en contraste con la contracción de la membrana y la densificación del citoplasma) y 
ausencia de formación de vesículas, por tanto, ausencia de cuerpos apoptóticos. 
Dado que las características de este tipo especial de muerte, no viene definidas por 
ningún programa específico de muerte celular y constituyen una combinación de 
características morfológicas de la apoptosis y la necrosis, decidió definirse la 





 De ahí que en el contexto de la involución de la glándula mamaria, más alla 
de los factores típicos iniciadores de las cascada apoptótica clásica (ligandos de 
muerte, daño en el DNA o estrés en el retículo, por ejemplo), se pensara en otro tipo 
de estímulos como iniciadores de la muerte. Varios motivos hicieron pensar en una 
implicación de la permeabilización de la membrana lisosomal a lo largo de este 
proceso. El primero de estos, fue el hecho de que durante la lactancia se producía 
una disminución notable de las proteínas estructurales de la membrana lisosomal 
LAMP1 y 2, sugiriendo una posible sensibilización de los lisosomas a la acción de 
agentes permeabilizadores. Otro segundo factor a favor de esta idea, fue el hecho de 
que la expresión y actividad de las catepsinas como las catepsinas B, D y L estaba 
incrementada a lo largo del destete (Zaragozá et al. 2009; Kreuzaler et al. 2011). Entre 
los posibles inductores, a su vez, de esta PML hemos identificado a las calpaínas. 
 En fracciones enriquecidas en lisosomas, se ha detectado un aumento de la 
actividad calpaína, siendo significativa en torno a las 24 horas de involución (figura 
22). La presencia de las dos proteasas con marcadores lisosomales (figura 23), y en 
extractos enriquecidos en lisosomas (figura 22B) confirman este resultado. Estos 
datos proporcionan evidencias que ayudan a corroborar el papel de los lisosomas 
como orgánulos iniciadores de la muerte celular, ya que la translocación de las 
calpaínas a los lisosomas, precede en el tiempo a la translocación y activación de las 
mismas en la mitocondria. Además esta observación confirmaría la idea de que, este 
tipo especial de apoptosis no trascurre a través de una apoptosis clásica ya que no se 
encuentran rasgos morfológicos característicos de ese tipo de muerte celular. En la 
figura 32D, se puede observar claramente como todas las células liberadas al lumen 
de los acini, ya desancladas de la matriz extracelular y de las células mioepiteliales, 
presentan caspasa-3 activa. Sin embargo, esta ausencia de activación de la caspasa-3 
en las células que se mantienen intactas y ancladas en los acini, demuestra que la 
activación de la caspasa-3 no ha sido el factor clave necesario para desanclar a las 
células de la matriz, sino más bien un efecto tardío como consecuencia de la 
ejecución y amplificación del proceso de muerte celular. 
 Con respecto a los posibles sustratos presentes en la membrana lisosomal 
susceptibles al procesamiento por calpaínas, se consideró LAMP2a como un buen 





proteger a la membrana lisosomal del ataque de proteasas. LAMP2 es una proteína 
específica de la membrana lisosomal altamente glicosilada cuya función aún 
permanece por especificar. Se ha propuesto que, además de la función protectora, 
podría actuar como receptor para la degradación selectiva de proteínas citosólicas 
(Cuervo et al. 2000). Se conocen tres isoformas de LAMP2 (a, b y c), que se 
caracterizan por la diferente composición aminoacídica de los doce aminoácidos que 
componen la cola citosólica de la proteína. Cuando se utiliza un anticuerpo que 
reconoce el dominio transmembrana, común a las tres isoformas, se observa un 
incremento total de los niveles de LAMP2 durante la involución (figura 24). Sin 
embargo, si se utiliza un anticuerpo que reconoce específicamente la cola citosólica 
de la isofoma “a”, LAMP2a, se detecta una disminución de la misma (figura 24). 
Dicha región de LAMP2a es la que queda accesible a las calpaínas, y por tanto, puede 
ser degradada por las mismas. La proteólisis del extremo citosólico de esta proteína, 
junto con la escisión de otras dianas lisosomales (tabla 7), es suficiente, para inducir 
una desestabilización lisosomal, y consiguiente liberación del contenido del mismo 







Figura 55: Papel de las calpaínas en la desestabilización lisosomal, a través de 
la degradación de LAMP2a. 
 Sin embargo, se ha publicado que la degradación de LAMP2 en líneas 





mayor cantidad y con mayor actividad proteolítica en este tipo de líneas oncogénicas 
(Fehrenbacher et al. 2008). En nuestro modelo, lo que se observa es una degradación 
de la cola citosólica de la isoforma “a” de LAMP2, LAMP2a, con lo que es lógico 
pensar que no pueden ser las catepsinas, que estarían recluidas en el lisosoma, las que 
accedan a esta parte citosólica de la proteína. Podrían degradar dicha parte a 
posteriori, cuando la membrana lisosomal ya ha perdido su integridad. Para descartar 
esta idea, los resultados obtenidos del uso de inhibidores específicos de catepsinas y 
calpaínas demuestran que, los inhibidores específicos de catepsinas no ejercen 
ninguna acción sobre la degradación de LAMP2a, evidenciando la ausencia de 
interacción catepsinas-LAMP2a. Sin embargo, el uso de inhibidores específicos de 
calpaínas sí que bloqueó completamente la degradación de LAMP2a (figura 26). 
 De hecho, el uso de concentraciones crecientes de calpaínas recombinantes 
sobre extractos lisosomales intactos correspondientes a ratones lactantes, indujo una 
degradación proporcional de LAMP2a (figura 25). Además si se analizan los 
sobrenadantes resultantes de este experimento con dosis crecientes de calpaína, se 
observa una liberación proporcional de catepsinas al medio de incubación (figura 27). 
Todos estos resultados publicados han sido a posteriori demostrados por otro grupo, 
el cual observa la pérdida de la integridad lisosomal en un modelo de muerte celular 
de fotoreceptores en un proceso de degeneración retiniana inducida por luz. Recurren 
al uso de un sensor fluorescente específico de lisosomas que cambia su longitud de 
onda de emisión, en función del pH lisosomal. Al inducir el estímulo de muerte 
celular, el sensor lisosomal cambia de color demostrando de esta forma la pérdida de 
la integridad de este orgánulo mediada por la degradación de LAMP2a (Villalpando-
Rodríguez et al. 2013).   
 Con el fin de identificar nuevas dianas susceptibles al procesamiento por 
calpaínas en la membrana lisosomal, se utilizó la técnica 2D DIGE (figura 28) en 
lisosomas tratados con calpaína. En la tabla 7, se muestran las proteínas 
correspondientes a los 11 spots que presentaban una degradación diferencial. La 
mayoría son proteínas del compartimento endosoma- lisosoma, tales como la ligasa 
de ácidos grasos de cadena larga (LACS) o la β2-glicoproteína1. La presencia de la 
subunidad b2 de la bomba de protones V-ATPasa (VATB2) resultó muy interesante, 





lisosomal, sino también porque la misma proteína se identificó en varios spots. De 
hecho, se ha publicado que la inhibición de V-ATPasa neutraliza el pH de los 
lisosomas, causando disfunción lisosomal e induciendo apoptosis en varias líneas 
celulares de cáncer (Nakashima et al. 2003; McHenry et al. 2010). De este modo, las 
calpaínas activas se translocarían a la membrana lisosomal, escindiendo proteínas 
ubicadas en el lado citosólico del lisosoma: tales como LAMP2a o la subunidad b2 
de la V-ATPasa. En el 2010, Sahara et al. identificaron a la chaperona Hsp70.1 ( Heat 
Shock Protein 70) como diana de las calpaínas causante de la permeabilización 
lisosomal, en neuronas del hipocampo que sufrían un proceso de muerte celular 
después de una lesión isquémica (Sahara et al. 2010). Sin embargo, diversas 
publicaciones en las que se estudia también la muerte celular mediada por la PML, 
en líneas de cáncer tratadas con ciprofloxacino o en la degeneración retiniana debida 
a la exposición lumínica, no observaron en ningún momento la degradación de esta 
chaperona. No obstante, dichos estudios sí que identificaron LAMP2a como diana 
susceptible a la degradación por calpaínas, al igual que ocurre en nuestro modelo de 
involución (Arnandis et al. 2012; Villalpando et al. 2013). Por tanto, parece ser que la 
desestabilización de la membrana lisosomal a través de la proteólisis de LAMP2a 
por las calpaínas sería un mecanismo común de muerte celular, por haber sido 
identificado en diferentes modelos y condiciones. 
 Varios experimentos in vivo constatan las observaciones anteriores. La 
inhibición in vivo de las calpaínas a lo largo del destete mediante inyección 
intraperitoneal ya sea de siRNA Capn1 o de calpeptina; dio lugar al bloqueo por 
completo de la degradación de LAMP2a. Según los resultados de estos experimentos, 
parece ser que es CAPN1 la encargada de mediar in vivo la escisión de LAMP2a 
(figura 31 y 33). Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que CAPN2 
también ejerza un potencial papel a nivel lisosomal, de forma sinérgica o a través de 
dianas complementarias.  
 Como es lógico, el mantenimiento de la estructura funcional de LAMP2a y 
por tanto, de la integridad lisosomal, conduce a un retraso en la MCP. Este retraso 
se manifiesta, desde el punto de vista histológico, como una mayor presencia de 
estructuras túbulo-acinares y una mayor cantidad de células secretoras en las 





vehículo. Y al contrario, las muestras a las que se les inyectó el vehículo presentan 
las características típicas de un destete de tres días: la matriz ya está remodelada, se 
han colapsado la mayoría de estructuras lóbulo-alveolares y la glándula está 
prácticamente repoblada por adipocitos (figura 30). Otro resultado interesante que 
verifica este retraso en la involución debido a la inhibición de las calpaínas, es la 
disminución de los niveles de TGF-1 y Tenascin-C, además de una menor 
fragmentación de la cromatina, característica de procesos apoptóticos (figura 31B y 
32A, respectivamente).  
  Dichos experimentos aportan claras evidencias de que la muerte celular 
programada de las células epiteliales, estaría mediada a través de una 
permeabilización de la membrana lisosomal. En el caso de la involución, parece que 
la PML está inducida fundamentalmente por CAPN1. Dicho fenómeno además, se 
sucedería anterior a la activación de la caspasa-3, característica de la vía clásica de 
apoptosis. Esta interrelación entre la vía lisosomal y mitocondrial, ya había sido 
previamente descrita (Yamashima et al. 2000), y fundamentalmente se explica a 
través de una liberación del contenido lisosomal al citosol. Una vez liberado el 
contenido lisosomal, las proteasas de la familia de las catepsinas, como la catepsina 
B y la catepsina D, inducirían la proteólisis de diferentes proteínas con acción 
mitocondrial, entre ellas proteínas de la familia de bcl2 como bid, caspasas, y ya por 
último daño mitocondrial (Chwieralski et al. 2006). Toda esta cascada de 
señalización sería la responsable de los rasgos morfológicos observados en las células 
necroptóticas durante la involución, claramente diferentes de los rasgos de una 
apoptosis clásica. 
Todos estos resultados demuestran que los lisosomas jugarían un papel crucial 
como uno de los primeros estímulos iniciadores de la cascada de muerte celular, que 
conducirá a la retirada del epitelio secretor. Gracias a experimentos previos llevados 
a cabo en nuestro laboratorio, ya se demostró la importancia del incremento de la 
expresión de Catepsina D a medida que avanza el destete. Además, no solo se vio 
que se incrementa su expresión, sino que otra vía esencial de regulación del proceso 
involutivo, la vía del óxido nítrico, es capaz de incrementar la actividad de esta 
proteasa mediante nitración de la misma (Zaragozá et al. 2009). Otro ejemplo de 





observa un fenotipo en el que los niveles de NO están disminuidos existiendo a su 
vez un aumento de la fosforilación de STAT5, que conduce a un retraso en el inicio 
de la involución (Zaragozá et al. 2010). In vitro también se observan efectos de 
interrelación entre vías cuando por ejemplo, se aumentan los niveles de nitritos en el 
medio de células de cáncer de mama luminales (MCF-7). En dichos experimentos, 
se observa la activación de la vía de NF-B, ya que el inhibidor citoplásmico de este 
factor de transcripción, IκBα, es degradado de forma proporcional a medida que se 
incrementa los niveles de NO (Bosch. A, 2013). Por tanto, todos estos resultados 
enfatizan el hecho de que los lisosomas serían mediadores centrales de la cascada de 
muerte, y que diversas vías como la vía del NO y del NF-κB se interrelacionarían 
entre ellas para una regulación estrecha  y fina de las distintas fases de la involución. 
Remarcar, como se explicará más adelante, que todas estas vías presentan gran 
trascendencia en los procesos tumorales, ya que en la mayoría de casos se encuentran 
alteradas. 
 
1.2. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA MITOCONDRIA. 
 Se ha descrito que las calpaínas pueden influir en gran medida la alteración 
mitocondrial (Kar et al. 2010; Mizukoshi et al. 2010). Por un lado, las calpaínas 
pueden actuar de forma indirecta a través de la degradación/ activación de proteínas 
de la familia de bcl2 como bax o bid, facilitando la salida de factores proapotóticos 
de la mitocondria (Raynaud et al. 2006). Además otro tipo de proteínas sobre las que 
ejercerían su papel proapotótico indirecto serían, los canales iónicos o los 
transportadores de membrana como el intercambiador Na+/Ca2+ o el canal de 
aniones dependiente de voltaje (VDAC) (Kar et al. 2010; McCommis et al. 2012). Sin 
embargo, también se ha visto que puede actuar de forma directa sobre factores 
proapóptoticos, activándolos e induciendo la liberación de los mismos, entre ellos 
Apoptosis Inducing Factor (AIF) (Chen et al. 2001; Takano et al. 2005). El AIF truncado, 
y por tanto activo, es capaz de liberarse de la mitocondria e iniciar una apoptosis 
independiente de caspasas (Polster et al. 2005; Cao et al. 2007). 
 En la involución de la glándula mamaria, se ha observado que tras la 





translocación mitocondrial sobre todo a partir de las 48h de destete, como puede 
verse reflejado en la medida de la actividad calpaína en fracciones mitocondriales en 
la figura 18. También confirman este resultado las figuras 19 y 20, donde se muestra 
localización de CAPN1 tanto con marcadores mitocondriales (figura 19) como en 
fracciones mitocondriales purificadas (figura 20). Nuestros datos demuestran que, 
parte de la CAPN1 ya se localiza en las mitocondrias durante la lactancia (figura 18 
y 20), pero es a partir del inicio de la involución, cuando comienzan a incrementarse 
sus niveles. Esta translocación de calpaínas podría deberse a la presencia de un 
péptido señal de direccionamiento mitocondrial, como ya había sido previamente 
descrito (Badugu et al. 2008). Este incremento mitocondrial de CAPN1, induce la 
liberación proporcional de citocromo c (figura 20 y 21), corroborada además in vitro 
mediante la incubación de mitocondrias aisladas con r-CAPN1 en presencia de Ca2+ 
(figura 21).  
 Aunque la CAPN1 ya se encuentra en las mitocondrias de ratones hembra 
lactantes, ésta no ejerce su actividad hasta que los niveles de Ca2+ intracelular se 
elevan. De hecho, la pérdida del extremo amino de esta proteasa en torno a las 24-
48 horas (figura 20), nos confirma su activación. El incremento en la translocación 
de CAPN1 a las mitocondrias que se produce a las 48h, sería el otro factor clave que 
conduce a la liberación significativa de citocromo c a las 48 horas de involución. 
Además, no se pueden descartar que otras proteínas ya liberadas del compartimento 
lisosomal, puedan activar a su vez a las calpaínas mitocondriales. Ya que, como se 
ha visto anteriormente, la desestabilización del compartimento lisosomal precede a 
la permeabilización mitocondrial. Por otro lado, también podría suceder que la 
calpaína ubicada en el citosol, esté a su vez actuando sobre alguna proteína con 
acción mitocondrial, la cual una vez activada, facilite la salida de factores 
proapoptóticos de la mitocondria. 
 Comentar que, de entre todos los miembros de la familia calpaína, solo se han 
identificado como mitocondriales, la CAPN1, la CAPN2 y la CAPN10. Además, se 
sabe que la presencia de éstas en las mitocondrias de diferentes tejidos, no es 
equiparable. Es decir, varios grupos han demostrado que las mitocondrias de riñón 
contienen solo CAPN10 y no calpaínas ubicuas (CAPN1 o CAPN2). Sin embargo 





CAPN10, si bien las otras dos sí (Kar et al. 2010). En la glándula mamaria, podemos 
decir que la calpaína que presenta acción y localización mitocondrial, es la CAPN1. 
Por tanto, se puede concluir que en diferentes tejidos y bajo diferentes condiciones 
patológicas, la acción mitocondrial de la calpaína parece ser específica de tejido o 
incluso de condición patológica.  
1.3. EL PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN EL NÚCLEO.  
 En diferentes tipos celulares se ha detectado la presencia de las calpaínas en 
el núcleo (Chou et al. 2010; Chang et al. 2011). Además de observar una translocación 
de las calpaínas al compartimento lisosomal y mitocondrial a las 24 y 48h 
respectivamente, también detectamos una translocación nuclear de las mismas, 
fundamentalmente a las 72h de destete (figura 39). Por este motivo, se planteó la 
pregunta biológica de cuál podría ser el papel de las calpaína en el compartimento 
nuclear. Siendo conscientes que la pérdida del transporte selectivo nuclear, es uno de 
los rasgos característicos de la MCP, decidimos estudiar los niveles de NUPs a lo 
largo del destete. Los resultados indican que a la par que las calpaínas se translocan 
al núcleo (figura 34, 35 y 37), se induce una degradación proporcional de NUPs 
periféricas, sin alterarse la estructura de las NUPs de la parte central del complejo del 
poro nuclear (figura 36). Estas observaciones van en concordancia con resultados 
observados en un modelo de muerte celular por neurodegeneración en el sistema 
nervioso, donde detectan una degradación de NUPs periféricas seguida de una 
redistribución de proteínas citosólicas al núcleo (Bano et al. 2010). Por otra parte, 
aunque CAPN1 y CAPN2 son capaces de escindir las NUPs periféricas in vitro (figura 
39), nuestros experimentos de inhibición de CAPN1 in vivo (ya sea por la 
administración calpeptina o siRNA Capn1) mostraron que la acción de esta proteasa 
por sí sola, es suficiente para escindir las NUPs periféricas in vivo (figura 38).  
 Debido a su papel esencial en el control del transporte núcleo-citoplasma y 
viceversa, la degradación de diversas NUPs periféricas podría inducir una pérdida de 
la integridad de la membrana nuclear en las células epiteliales de los acini. Una forma 
de determinar la alteración progresiva de la pérdida del transporte selectivo, es 
midiendo la presencia de proteínas citoplasmáticas en el núcleo y viceversa. De 





cursar con la acumulación intranuclear de tubulina citoplasmática (D’angelo et al. 
2009). D’angelo y colaboradores estudiaron el destino y la tasa de recambio de las 
diferentes nucleoporinas y observaron una degradación de las NUPs periféricas con 
la edad. Dicha degradación conducía a una pérdida de la integridad del poro nuclear, 
y a la acumulación nuclear de tubulina citoplasmática. La aparición de filamentos 
de tubulina en el núcleo ya había sido descrita en mamíferos, y su presencia se 
había asociado con procesos de envejecimiento, así como con enfermedades 
neurodegenerativas, como Alzheimer y Parkinson, ambas ligadas a un daño 
oxidativo elevado. De ahí que, el estudio del deterioro de los poros nucleares y por 
tanto de la integridad nuclear con la edad, podría contribuir a elucidar los 
mecanismos que rigen las enfermedades asociadas al envejecimiento (D’angelo et al. 
2009). 
 En nuestro modelo, observamos que a medida que progresa el destete, se 
detecta una disminución de la tubulina citoplasmática, al mismo tiempo que 
comienza a aparecer en el compartimento nuclear (figura 40). Estos cambios 
estructurales reflejan que la acción de las calpaínas sobre las NUPs periféricas, y en 
última instancia sobre la integridad del complejo del poro nuclear, inducen una 
pérdida de la selectividad del transporte nuclear, facilitando la acumulación de 
proteínas citosólicas en el núcleo, como factores proapoptóticos. La pérdida de las 
nucleoporinas parece ser un evento común en diversos tipos de muerte y en algunos 
tipos de respuesta al estrés (Bano et al. 2010). La alteración de las vías de transporte 
núcleo-citoplasma ha sido descrita mayoritariamente en células que cursan con una 
infección viral, ya que es un mecanismo adoptado por numerosos virus para acceder  
a la información genética de la célula. En nuestro caso, la alteración de los poros 
nucleares, con la consiguiente pérdida de la selectividad en el transporte nuclear 
podría conducir a una señal de retroalimentación positiva que amplifique la vía de 
muerte celular iniciada en los lisosomas, contribuyendo de este modo a una mayor 
rapidez en el desensamblaje y la muerte celular. 
 Hasta el momento, nuestras observaciones han revelado que, la activación de 
NF-B que se produce a las pocas horas de inicio de la involución, induce un 





expresión junto con un aumento de actividad, conducen a un incremento de la acción 
específica de éstas sobre sus sustratos específicos. Se han identificado sustratos 
ubicados en los lisosomas, las mitocondrias y la membrana nuclear de las células 
epiteliales secretoras, la escisión de los cuales favorece la muerte celular programada 













 Figura 56: Representación esquemática de las funciones identificadas para las 






2. PAPEL DE LAS CALPAÍNAS EN LA REMODELACIÓN 
POSTLACTANCIA. 
 Descrito ya el papel de las calpaínas durante la muerte celular programada de 
las células epiteliales, el estudio continuó para elucidar su posible función en células 
estromales. Esta idea surgió del hecho de que, al observar cuidadosamente las 
inmunofluorescencias de núcleos, las células ubicadas en la vecindad de los acini 
también presentaban una señal nuclear de CAPN1 (figura 42). La primera 
aproximación para elucidar el tipo celular sobre el que estaba actuando, nos dio 
evidencias de que se trataba de adipocitos, ya que por inmunofluorescencia se vio 
que eran positivas para perilipina, un marcador de este tipo celular (figura 43). 
Además se midieron niveles de expresión de CAPN1, para comprobar la procedencia 
de la misma en los adipocitos. Se observó un incremento de la expresión de esta 
proteasa en los extractos de adipocitos, a medida que avanza el destete (figura 45A). 
En estas células, CAPN1 presenta una función diferente a la identificada en células 
epiteliales, ya que la escisión de NUPs periféricas no es detectada en extractos 
adipocíticos (figura 45B). De hecho, a las 48h de destete la CAPN1 no parece 
limitarse solo al compartimento nuclear soluble, formado por proteínas asociadas a 
la membrana nuclear, sino que también aparece en la fracción enriquecida en 
cromatina (figura 46A).  
 En los últimos años se ha puesto de manifiesto que diversas proteasas son 
capaces de degradar las histonas, en particular regiones más superficiales, y por tanto 
ubicadas en zonas más expuestas del nucleosoma (Duncan et al. 2008; Mandal et al. 
2012). Teniendo en cuenta esto y la presencia de CAPN1 en los extractos de 
cromatina purificada, pensamos en una posible función de la CAPN1 sobre las 
histonas. En este sentido, cuando se estudió en células adipocíticas la interacción 
CAPN1-Histona H3, tanto por inmunoprecipitación (figura 46B) como por 
inmunofluorescencia (figura 47), se detectó que ambas proteínas interactuaban entre 
sí a las 48h de destete. Para verificar esta hipótesis se realizaron experimentos in vivo 
e in vitro (figura 49B, 49C, 50-52), los cuales mostraron que CAPN1 puede escindir 
directamente Histona H3 (figura 50). En cuanto a la especificidad de la degradación 
de la Histona H3 por parte de CAPN1 frente a la CAPN2, podemos concluir que 
CAPN2 no parecen participar en este proceso a lo largo de la involución. Varios 





cromatina (figura 46A); el silenciamiento exclusivo de CAPN1 al igual que el 
bloqueo de su activación mediante calpeptina, es capaz de inducir una disminución 
proporcional en el procesamiento de la Histona H3 a las 72h (figura 49B y 49C). Por 
tanto, parece que sea la CAPN1 la responsable del procesamiento proteolítico de la 
Histona H3. 
 Es interesante destacar que estos resultados demuestran por primera vez una 
proteólisis selectiva de la Histona H3 por CAPN1. Por otra parte, aunque sí que ha 
sido descrita la escisión de esta histona por otras cisteín-proteasas en células en 
cultivo (Duncan et al. 2008), nuestros resultados serían pioneros, en tanto y cuanto, 
muestran una escisión in vivo de la Histona H3 en mamíferos. Otro tipo de proteólisis 
de las histonas han sido descritas en aves, como mecanismo de modificación 
postraduccional irreversible, sin embargo estos estudios no han llegado a identificar 
a la proteasa responsable de esta escisión (Mandal et al. 2012). Además se puede 
afirmar a través de nuestros experimentos que, CAPN1 es capaz de proteolizar el 
extremo aminoterminal de la Histona H3. 
Por lo que concierne, a los experimentos realizados para elucidar la posible 
función biológica de esta escisión de la Histona H3 por la CAPN1 en adipocitos de 
ratones destetados, se ha intentado indagar en las modificaciones postraduccionales 
de la Histona H3. Se sabe, que existen al menos ocho tipos de modificaciones 
postraduccionales en las histonas. Las más conocidas son acetilación, metilación y 
fosforilación, pero además también se ha detectado ubiquitinación, sumoilación, etc. 
Esta gran variedad de modificaciones, y la combinación entre ellas, proporciona un 
enorme potencial de respuestas funcionales (Musri et al. 2009). Las modificaciones 
en histonas son dinámicas y cambian rápidamente en respuesta a estímulos celulares. 
Hasta el momento existe una gran bibliografía en torno a este tipo de modificaciones, 
sin embargo poco se sabe acerca de la proteólisis de las histonas (Mandal et al. 2012).  
Por un lado, la consecuencia biológica más directa deducible de la proteólisis 
de la Histona H3 a nivel epigénetico, es la eliminación rápida de marcas 
postraduccionales que se encuentran en ese extremo, con el fin de cambiar la firma 
epigenética de determinados genes involucrados en el proceso de diferenciación de 





catepsina L en la proteólisis de la Histona H3 durante la diferenciación de células 
madre embrionarias en cultivo (Duncan et al. 2008). Esto podría suponer, bien la 
eliminación de marcas epigenéticas represivas sobre los genes de diferenciación, o 
bien la prevención de nuevas marcas activadoras sobre genes implicados en la 
pluripotencia, dando lugar a un patrón preciso de expresión génica, durante la 
diferenciación de los adipocitos.  
Por otro lado, se ha barajado otra posible explicación mecanística. Se sabe 
que, a excepción de la metilación, las modificaciones de las histonas resultan en un 
cambio en la carga neta de los nucleosomas, lo que afecta a las interacciones DNA-
histona, y por tanto a la mayor o menor apertura de la cromatina. Por tanto, la 
pérdida del extremo amino de la Histona H3, cargado positivamente, por la gran 
cantidad de residuos básicos que posee, podría favorecer la apertura de la cromatina 
y el inicio de la trascripción. Este efecto acontecería sobre genes implicados en la 
diferenciación de los adipocitos (CEBP y en la adquisición del fenotipo del 
adipocito (leptina) a las 48h del destete (figura 54A).  
Aparte de estos posibles mecanismos de regulación, no descartamos la 
posibilidad de que la CAPN1 facilite la rotura de proteínas y/o factores de 
transcripción con acción inhibidora o activadora de la trascripción, como ha sido 
previamente descrito (Patel et al. 1999; Yajima et al. 2006). 
Además, también se ha indagado frente a la cuestión de si existe alguna marca 
epigénetica que pueda guiar o conducir a la calpaína a actuar solo sobre determinadas 
histonas posicionadas en determinados genes. Dicho de otro modo, la CAPN1 
actuaría específicamente sobre histonas con una modificación característica, 
discriminando aquellas que no presenten esta modificación. En esta línea, se ha 
publicado que las histonas ubicadas en promotores de genes que juegan funciones 
clave en procesos de desarrollo y diferenciación, presentan la señal bivalente 
H3K4me3 y H3K27me3 (Verrier et al. 2011). Además se ha descrito, que las histonas 
posicionadas en genes con la marca dual permanecen en el borde intranuclear en las 
células inmaduras y se reorganiza de forma drástica hacia el nucleoplasma central en 
células que se diferencian (Musri et al. 2006; Szczerbal et al. 2009). En base a nuestros 





periferia nuclear (figura 53) donde podría proteolizar la Histona H3, ubicada en los 
promotores de genes adipogénicos (figura 54A) que presenten esta señal bivalente 
(figura 53).  
Los mecanismos que podrían estar implicados en esta posible regulación 
transcripcional por parte de la calpaínas son especulativos, pero muy esperanzadores 
y abren nuevas perspectivas. Exponen el hecho de que una proteasa citosólica (la 
CAPN1), es capaz de translocarse al núcleo, y regular de forma específica mediante 
el procesamiento proteolítico de la Histona H3, la estructura de la cromatina, lo que 
podría tener consecuencias a nivel transcripcional. 
Como se ha comentado, el estudio de los mecanismos epigenéticos constituye 
un factor clave para el establecimiento de patrones correctos de expresión génica, y 
su alteración puede dar lugar al desarrollo de diversas patologías, entre ellas el cáncer. 
En este sentido, si se ha observado que la calpaína es capaz de proteolizar la Histona 
H3, afectando de algún modo al empaquetamiento de la cromatina, esta podría 
presentar un papel en la regulación de trascripción de genes con potencial 
oncogénico. De hecho, como se ha descrito en los antecedentes, la elevación de la 
actividad calpaína se correlaciona con un factor pronóstico negativo, en cuanto a que 
es capaz de inducir una mayor migración y adhesión de las células cancerosas. 
Continuar con el estudio de estas proteasas, y en su posible inhibición para frenar 
patologías como el cáncer, sería de gran interés, gracias al vasto campo que se abre 
con la idea de las calpaínas como reguladoras epigéneticas.  
Por último, comentar que es comprensible y aceptable que la calpaína 
presente este papel dual en el núcleo ya que durante la involución coexisten espacial 
y temporalmente diversos tipos celulares, con distintos orígenes embrionarios, por 
tanto, con regulación y funciones propias. También se ha explicado que la actividad 
calpaína es tipo y señal dependiente. De ahí que, en el epitelio secretor que deriva del 
ectodermo la calpaína favorece la apoptosis de estas células, mientras que en los 
adipocitos que derivan del mesodermo, ésta pueda actuar promoviendo la 
diferenciación y proliferación de los adipocitos. Es lógico pensar que al derivar de 
una hoja embrionaria diferente, en ambos tipos celulares encontremos que la 
















Figura 57: Representación del papel diferencial que presenta la CAPN1 en los 
núcleos de células epiteliales y estromales a lo largo del destete. 
3. IMPLICACIONES BIOMÉDICAS. 
  El embarazo siempre se ha asociado desde un punto de vista epidemiológico 
con una reducción del riesgo de desarrollar cáncer de mama a lo largo de la vida de 
la mujer (Rosner et al. 1994). Este efecto protector se puede incrementar de forma 
significativa en madres con múltiples embarazos, el primero de los cuales ha sido a 
una edad temprana. De hecho, estas tienen la mitad de probabilidades de padecer la 
enfermedad si se las compara con mujeres con un solo embarazo y a una edad tardía 





 Sin embargo, en los primeros 5 años tras la gestación, la probabilidad de 
padecer un cáncer de mama aumenta, incrementándose este riesgo transitorio como 
se ha comentado, si el primer embarazo se produce a partir de los 35 años (Lyons et 
al 2011; Viña J. 2012). Ya a nivel de laboratorio, los resultados obtenidos sugieren 
que el incremento del riesgo de cáncer de mama tras el embarazo, se debe al 
microambiente proinflamatorio, que se desarrolla en la glándula mamaria durante la 
involución (Hughes et al. 2012). Dicho microambiente viene condicionado tanto por 
la infiltración de células del sistema inmune (como macrófagos) (O’ Brien et al. 2012), 
como por la propia composición de la matriz extracelular. Esta última a su vez, es 
capaz de alterar las adhesiones focales, las uniones adherentes entre células, la 
polaridad tisular e incluso el crecimiento celular; determinando de este modo la 
capacidad invasiva de las células (Schedin et al. 2007). Además, vías de gran 
relevancia durante el proceso de la involución, como NF-B, STAT3, catepsinas y 
calpaínas, se encuentran alteradas en gran cantidad de tumores (Li et al. 1997; 
Brantley et al. 2000; Moorehead et al. 2001; Baxter et al. 2007; Zaragozá et al. 2009; 
Torres et al. 2011). En este sentido, la involución de la glándula mamaria puede servir 
como un excelente modelo experimental, con el que profundizar para obtener un 
mejor conocimiento molecular de las vías implicadas en la etiologia del cáncer de 
mama asociado a la gestación. 
 Por otro lado, la involución de la glándula mamaria también puede servir 
como modelo fisiológico para estudiar las dianas de las calpaínas en el contexto 
mamario. Como se ha comentado anteriormente, una actividad calpaína elevada 
siempre ha estado relacionada directamente con la migración celular o invasividad, 
(Roumes et al. 2010; Storr et al. 2011). De hecho, un estudio realizado en líneas de 
carcinoma de mama de ratón, en la que éstas se inyectaban en el tejido mamario 
(xenografts), determinó que el silenciamiento de la CAPN2 se correlacionaba con una 
reducción en la tasa de proliferación y migración in vitro, junto con un menor 
crecimiento tumoral. Mediante análisis bioquímicos se observó que la CAPN2 
ejercía dicha acción a través de la vía PI3K-Akt-FoxO-p27 (Ho et al. 2012). Otro 
reciente estudio, esta vez llevado a cabo en pacientes, determinó que un incremento 
de la actividad de la CAPN2 desemboca en un peor pronóstico y menor 





al. 2012). De hecho, pacientes que presentaban niveles bajos de expresión de CAPN2 
en tumores basales o triple negativos, presentan una supervivencia similar a la 
observada en pacientes con tumores luminales u hormona-dependientes. Conocer en 
profundidad el mecanismo de acción, las dianas proteolíticas, y en general, el 
funcionamiento de las calpaínas en el contexto de la glandula mamaria, puede 
contribuir aunque sea en pequeña medida, a avanzar en la complicada lucha contra 



































































En el presente proyecto de tesis se ha contribuido a elucidar el papel de las 
calpaínas en la muerte celular programada y la remodelación tisular de la glándula 
mamaria tras el ciclo embarazo/lactancia.  
1. La translocación lisosomal, mitocondrial y nuclear de las calpaínas está 
involucrada en la desestabilización progresiva de estos orgánulos durante la muerte 
celular programada de las células epiteliales secretoras. La liberación del contenido 
lisosomal al citosol constituye el primer paso en la ejecución de esta muerte celular 
programada. 
2. Al translocarse al lisosoma, las calpaínas participan en la degradación de 
proteínas asociadas a la membrana lisosomal como LAMP2a y VATB2, 
identificadas por primera vez como dianas lisosomales de estas proteasas. La 
translocación mitocondrial de las calpaínas induce una desestabilización de la 
membrana mitocondrial, con la consiguiente liberación de citocromo c al citosol. En 
el núcleo de células epiteliales, las calpaínas degradan nucleoporinas ubicadas en 
posiciones periféricas del complejo del poro nuclear.  
3. La CAPN1 presente en núcleos de adipocitos, ejerce una función diferente 
a la observada en células epiteliales. En adipocitos, CAPN1 participa en el proceso 
de diferenciación de los mismos, favoreciendo la activación de genes adipogénicos. 
4. La Histona H3 ha sido identificada por primera vez como diana nuclear de 
CAPN1 en adipocitos. El procesamiento proteolítico tiene lugar sobre el extremo 
aminoterminal, alrededor de la lisina en posición 9 y la serina en posición 10. La 
ruptura de este dominio de la Histona H3 estaría implicada en la remodelación de la 
cromatina durante la diferenciación de los adipocitos. 
Como conclusión global, cabe destacar que la CAPN1 presenta un papel dual 
en función del tipo celular. A lo largo de la involución de la glándula mamaria, la 
CAPN1 está involucrada en la muerte del epitelio secretor, además de presentar un 



























































 Mammary gland is defined as a highly dynamic and complex tissue with a 
fundamental function: to provide the newborn with copious amounts of milk, the 
unique body fluid that confers nutrition and immunological protection (McClellan 
et al. 2008). Considering the complex biochemical mechanisms of milk production 
and secretion, lactation seems to have evolved gradually from the innate immune 
system, becoming a highly specialized skin gland that initially, like other skin glands, 
was part of the protective epithelial body barriers. Corroborating this hypothesis, 
milk is rich in enzymes such as xanthine oxidoreductase, lysozyme and other 
molecules with antimicrobial and protective effects (figure 1) (Vorbach et al. 2006).  
 Mammary gland is a compound tubulo-alveolar gland embedded within an 
irregular connective tissue that undergoes a series of changes from conception to 
senescence (Stingl et al. 2005). It consists of a series of lobes (15-25), each of which 
is drained by a collecting duct that ends in the nipple. The collecting duct has several 
branches which in turn subdivide into small segments of terminal ducts and a cluster 
of globular structures (acini, the actual secretory units). These functional structures 
are surrounded by a varying amount of fat and collagenous tissue (Dimri et al. 2005). 
Histologically, there are two tissue compartments: a stratified epithelium, derived 
from embrionary ectoderm, which consists of ducts and alveoli that contain milk 
producing cells; and the mesodermally-derived stroma, also known as mammary fat 
pad which main components are adipocytes, although it also contains fibroblasts, 
macrophages, cells from the hematopoietic system, extracellular matrix, blood 
vessels and neurons (Hennighausen & Robinson. 2005) (figure 2). 
 As already mentioned, mammary gland is a highly dynamic tissue. Indeed, 
three developmental stages can be clearly differentiated: embryonic, pubertal, and 
gestational/lactation (Macías et al. 2012). Mammary development is similar in most 
mammals, although the number of mammary glands varies (Hovey et al. 2004). 




multilayered ectoderm that arise from the embryonic skin (called mammary lines or 
milk lines). By migration of ectodermal cells along the mammary line, they form the 
placodes (Propper et al. 2013). Then the buds elongate to form mammary sprouts 
that branch generating a rudimentary structure with approximately 5 ductules that 
are embedded within a subdermal fat pad (Veltmaat et al. 2003). It is important to 
highlight that the major changes in mammary gland development and differentiation 
are reached only during the postnatal stage, in particular during pregnancy and 
lactation. In this sense, it is during puberty when growth continues, since serum 
levels of estrogen start to rise, resulting in bifurcation of the ducts to generate 
branches (Watson et al. 2008). Once again, development is arrested unless pregnancy 
ensues, whereupon the gland has to undergo further development and 
morphological changes to prepare for lactation. The hallmarks of this phase of 
development are the formation of tertiary branches which terminate in alveolar buds, 
and the rapid proliferation and differentiation of the luminal epithelium, in order to 
achieve the secretory phenotype. The cells of this lineage can synthesize and secrete 
copious amounts of milk (Lee et al. 2012).  
 Finally, following lactation, removal of superfluous alveolar cells that are no 
longer needed is accomplished by cell death. This post-lactational regression of the 
mammary gland, also called involution, is one of the main physiological cell death 
events in the adult mammalian organism. It is a complex process characterized by 
extensive death of the secretory epithelium coupled with remodeling of the 
extracellular matrix and adipogenesis to regenerate the fat pad. Importantly, 
involution can be halted by returning the pups to the mother to re-initiate lactation. 
This reversible phase of involution lasts for approximately 48h, at which the process 
becomes irreversible with loss of the alveolar structures and remodeling of the stroma 
accompanied by re-differentiation of the adipocytes (Watson et al. 2008). 
 Over the last years, several signaling pathways have been described to 
regulate the whole process of involution. Among them, the STAT family, NF-κB, 
NO, PI3K/AKT and different proteases such as metalloproteinases, cathepsins, 
caspases, calpains, etc (Li et al. 1997; Brantley et al. 2000; Moorehead et al. 2001; 
Baxter et al. 2007; Zaragozá et al. 2009). Most of these pathways have been identified 




an increased interest for health purposes. Indeed, if we focus our attention on STAT3 
and NF-κB, two central transcription factors that control mammary gland 
involution, we can observe that they not only modulate cell death and proliferation, 
but are also involved in tumour development and progression. The mechanism by 
which they accomplished this function is the induction of an inflammatory 
environment in some way similar to that one observed in the involuting mammary 
gland of mice (Lyons et al. 2009; Torres et al. 2011). Thus, physiologic gland 
regression after pregnancy can be an excellent experimental model to study the 
molecular clues of this cancer-related pathways. 
 In this sense, a deeper study of NF-B reveals that is both expressed and 
active through different stages of mammary gland development. Its activity is high 
during pregnancy, when it regulates epithelial proliferation and branching (Baxter et 
al. 2007) but is found to be inactive during lactation (Clarkson et al. 2000). However, 
during involution, NF-κB increases significantly its activity around 48h (Clarkson et 
al. 2000; Zaragozá et al. 2010). In order to gain a profound knowledge of NF-κB 
target genes, our group perform a ChIP/chip experiment, by which we identified 
269 NF-B target genes in 48h weaned mouse mammary gland (Torres et al. 2011). 
Among them, calpain-1 and calpain-2 were identified. The transactivation form of 
NF-B (p65)/p300 was found to bind Capn1 and Capn2 promoters with the 
subsequent induction of gene expression after 48h weaning (Arnandis et al. 2012). 
This evidence coupled with an increased intracellular Ca+2 levels within the gland, 
fits with increased activity.  
 Calpains are a family of intracellular calcium-dependent cysteine proteases. 
The ubiquitously expressed calpain-1 and -2 are the best characterized isoforms. 
Both enzymes are heterodimers, consisting of a small regulatory subunit (30 kDa), 
encoded by Capn4, and a large catalytic subunit (80 kDa) encoded by the Capn1 or 
Capn2 genes (Chakraborti et al. 2012). These two main isoforms, calpain-1 (-
calpain, CAPN1) and calpain-2 (m-calpain, CAPN2) differ in the calcium 
concentrations required for their activation in vitro (M or mM, respectively) 
(Campbell et al. 2012). Both proteases co-exist with the endogenous specific 




membranes where they become activated. More than 100 proteins have been shown 
to be calpain-targets “in vitro”. Regardless of this wide spectrum of substrates, 
calpain-mediated protein cleavage is rather specific. It is also important to highlight 
that calpains cleave most of their substrates at a limited number of sites (Liu et al. 
2008). Therefore, under physiological conditions, calpains most probably regulate 
protein biological functions rather than protein degradation per se. Calpains are 
involved in several physiological functions, such as cytoskeletal/plasma membrane 
attachments, cell motility, signal transduction pathways, apoptosis, differentiation, 
cell cycle and gene expression regulation, etc. Therefore, the deregulation of their 
activity has been implicated in various diseases or pathological conditions (Dargelos 
et al. 2008). 
AIMS  
 Previous studies in our laboratory have shown that NF-B is a key factor 
regulating mouse mammary gland involution. Our group identified 269 NF-B 
target genes by ChIP-on-chip in 48h weaned mouse mammary gland (Torres et al. 
2011). Among them, calpain-1 and calpain-2 were identified. As we had evidence of 
a rise in the intracellular Ca+2 levels within the gland during weaning (Reinhardt et 
al. 2004), it was likely that calpains become activated during this post-lactational 
regression. Hence, we detected that both the expression and the activity of these 
proteases, were increased during weaning (Arnandis et al. 2012). The aim of this 
work was to elucidate the biological implications of calpain-mediated cleavage of 
new substrates in mammary gland involution after the cycle pregnancy/lactation. 
 1. Although calpains are considered cytosolic proteases, some studies have 
found that they can also localized in the mitochondrial fraction (García et al. 2005). 
Classically, calpains have been implicated in neurodegeneration processes in the 
central nervous system, where they promote the apoptotic intrinsic pathway through 
the cleavage of mitochondrial proteins such as Bcl-2 and Bid (Raynaud et al. 2006; 
Cao et al. 2007). Based on this evidence, we want to further explore the possible role 
that calpains play in the mitochondrial compartment, during the programmed cell 




 2. On the other hand, calpains have also been involved in neuronal cell death 
via lysosomal destabilization (Bevers et al. 2008). The ‘calpain–cathepsin hypothesis’ 
formulated in 1998 postulates that the post-ischemic calpain-1 activation 
compromises integrity of the lysosomal membrane, thereby leading to cathepsin 
spillage through the cleavage of Hsp70.1 (a major protein of the Hsp70 family that 
protects the lysosomal membrane integrity) (Yamashima et al. 1998; Sahara et al. 
2010). This, added to the previous works that identified an upregulation and 
subsequent release of cathepsins from lysosomes during programmed cell death 
(Zaragozá et al. 2009; Kreuzaler et al. 2011), gave rise to question which role did 
calpains play in the lysosomal pathway during involution. Therefore, the second aim 
was to identify potential calpain-targets localized at the lysosomal membrane.  
 3. It has been published that in different cell types, upon transient elevation 
of intracellular Ca2+, calpains can undergo specific subcellular relocation from the 
cytosol to the nucleus, where they can proteolyze transcription factors and nuclear 
proteins (Tremper Wells et al. 2005; Bano et al. 2010). A recent study has shown that 
during excitotoxic neuronal degeneration, calpains redistribute across the nuclear 
envelope and mediate the degradation of Nuclear Pore Complexes (NPC) 
components (Bano et al. 2010). Hence, in our experimental model of programmed 
cell death, calpains could translocate to the nuclear membrane playing a role in the 
modulation of NPC. More specifically, our third objective is to establish the role of 
calpains in the nuclear compartment and to identify potential targets within the NPC 
during the involution process. 
 4. Mammary gland remodeling, a crucial step during the postlactational 
regression, is characterized by extracellular matrix and stromal restructuration 
coupled with adipocyte proliferation/differentiation. This remodelling takes place 
during the irreversible stage of involution, 48 hours after weaning (Werb et al. 1996; 
Li et al. 1997). Taking into account, that there are some studies describing the role of 
this proteases during the differentiation of different cell lineages such as myoblast, 
osteoblast or chondrocytes (Yajima et al. 2002), we are going to elucidate if calpains 





RESULTS AND DISCUSSION 
 Results presented herein demonstrate that calpain system seems to be 
involved not only in mitochondrial cell death but also in lysosomal destabilization 
and nuclear dysfunction. On the other hand, CAPN1 also seems to be implied in the 
differentiation process of adipocytes during repopulation of the gland to achieve its 
pre-pregnant state. 
1. ROLE OF CALPAINS IN MITOCHONDRIA DESTABILIZATION OF 
EPITHELIAL CELLS. 
 As it was commented earlier, different studies have demonstrated that 
calpain-1 also appears within the mitochondria (Raynaud et al. 2006; Cao et al. 2007). 
Therefore, one could hypothesize that calpain activation could mediate in 
mitochondrial programmed cell death during mammary gland involution. Western 
blots analysis of ubiquitous calpains in mitochondria and cytosolic extracts from 
lactating mammary glands were performed. As can be seen in figure 18, CAPN1 is 
present not only in cytosol but also in mitochondria whereas CAPN2 is only 
detectable in cytosolic extracts.  
 Besides, calpain activity was measured in mitochondrial extracts from control 
lactating and weaned mammary glands (figure 19), showing a calpain activation 
pattern similar to that observed in total extracts (Arnandis et al. 2012). Although 
CAPN2 is not detectable in mitochondria from control mice, it could translocate 
upon activation and therefore be responsible together with CAPN1 for the changes 
observed. To elucidate this fact, immunofluorescence analysis of control and 48h 
weaned tissue was performed with antibodies against CAPN1, CAPN2 and 
cytochrome c oxidase IV (CcOx IV), used as a mitochondrial marker (figure 20). Co-
immunostaining of both CAPN1 and CcOx IV during weaning confirmed the 
presence of this protease within mitochondria (arrowheads) in control and weaned 
mice. However, no co-localization was detected for CAPN2 and CcOx IV, neither 
in control lactating, nor in weaned mice. In agreement with this, western blot 
analysis showed that CAPN1 was present in mitochondrial fractions in both control 




upon activation (data not shown), supporting the idea that calpain-1 is the major 
player on mitochondria destabilization. Indeed, concomitant with the increased 
activity, there is a loss of the CAPN1 amino-terminal domain and cytochrome c 
release from mitochondrial fractions to the cytosolic compartment (figure 21).  
  To assess the role of CAPN1 on this signalling pathway, intact mitochondria 
from control lactating mice were isolated and incubated with purified human 
calpain-1. Figure 21 shows that addition of CAPN1 triggers cytochrome c release 
from mitochondria in a concentration-dependent manner. It is important to point 
out that incubation of isolated mitochondria merely with calcium also induces a 
slight cytochrome c-release, probably due to the intrinsic calpain-1 already detected 
on these organelles.  
2. ROLE OF CALPAINS IN LYSOSOMAL PERMEABILIZATION DURING 
THE INITIATION OF PROGRAMMED CELL DEATH. 
 An additional finding was that calpains were also active within lysosomes as 
involution progresses, in particular their activity starts to be significant around 24 
hours after weaning. Surprisingly, calpain activity on lysosomal enriched fractions 
increased during involution earlier than in mitochondria (figures 22 and 23). These 
results provide new evidence for lysosomal-mediated cell death that takes place even 
earlier than the mitochondrial intrinsic pathway and caspase-3 activation. With 
regard to the possible substrates for calpain-cleavage, LAMP2 was considered a good 
candidate, because it seems to protect the integrity of the lysosomal membrane. 
LAMP2 is a lysosomal associated membrane protein highly glycosylated which 
function remains to be perfectly elucidated (Cuervo et al. 2000). It has been proposed 
to protect the lysosomal membrane from attack by lysosomal proteases, besides it is 
a receptor for selective degradation of cytosolic proteins (Fehrenbacher et al. 2008). 
Lamp2 mRNA and protein levels are known to increase during involution 
(Kreuzaler et al. 2011); however, when using an antibody against the cytosolic tail of 
LAMP2a, degradation of this protein occurs after litter removal (figure 24).  
Furthermore, the data presented in this project demonstrated that LAMP2a turnover 
in the mammary tissue is calpain-mediated (figure 25). Lysosomes incubated with 




reduced rates of LAMP2a degradation, while the cathepsin B inhibitor, Ca-074, had 
no effect on LAMP2a cleavage (figure 26). This truncated LAMP2a might have a 
direct effect on the permeability of the lysosomal membrane (Cuervo et al. 2000) that 
has been shown to increase leakiness during involution (Kreuzaler et al. 2000). A 
recent publication corroborates these results (Villalpando-Rodriguez et al. 2013). 
 To gain a deeper knowledge in calpain function on lysosomes and identify 
new substrates we used two-dimensional DIGE in control intact lysosomes after 
calpain treatment. Treated and untreated samples were combined and analyzed by 
2D-DIGE and mass spectrometry; 11 spots were excised (figure 28B) and analyzed 
by mass spectrometry as potential calpain substrates (table 7). By using a recently 
published calpain-cleavage prediction method based on Multiple Kernel Learning 
algorithms (DuVerle et al 2011), we could predict the cleavage sites of all the proteins 
identified, with a high score range (table 7). The presence of the subunit b2 of 
vacuolar H+ ATPase (VATB2) resulted remarkably interesting, not only for its 
cellular function, but also because the same protein was identified in different spots. 
Several papers in the literature emphasize the importance of this proton pump in 
lysosomes. In fact, it has been published that inhibition of the v-ATPase neutralizes 
the pH of lysosomes, causes lysosomal dysfunction and induces apoptosis in several 
cancer cell lines (Nakashima et al. 2003; McHenry et al 2010). It was also 
demonstrated that during weaning this v-ATPase subunit disappeared from the 
lysosomal fraction (figure 29), giving support to the idea that lysosomes from 
involuting mammary gland are more likely destabilized. 
 These results shed further light on the lysosomal-mediated cell death that 
occurs during involution. Activated calpains would translocate to the lysosomal 
membrane, cleaving substrate proteins located on the cytosolic side of the lysosome 
such as the cytosolic tail of LAMP2a or the subunit b2 of the v-ATPase. As a result 
of this selective proteolysis, lysosomal membrane would be destabilized inducing 
membrane permeabilization which would finally lead to cathepsins release (figure 
55).    
 Finally, in vivo experiments with the calpain inhibitor calpeptin, showed a 




delay of this process in calpeptin-treated mice, as can be observed in the hematoxilin-
eosin sections (figure 30). Surprisingly, calpeptin treatment prevented autolysis of 
CAPN-1, but not -2; however LAMP2a degradation was abolished with the 
administration of this inhibitor (figure 31). In accordance with these results, silencing 
calpain-1 with siRNA during weaning also blocked LAMP2a cleavage (figure 33). 
These data suggest that the lysosomal destabilization observed in weaned glands 
occurs mainly through CAPN1 activation. However, we do not rule out a synergistic 
role for CAPN2 in other lysosomal targets or compartments during mammary gland 
involution. Therefore, inhibiting calpains during involution could result in the 
disturbance of several signaling pathways and, as a consequence apoptosis and tissue 
remodeling is delayed, as demonstrated by a decreased in nuclear fragmentation 
(figure 32) and a decreased in the mRNA levels of Tenascin C and TGF- (figure 
31B), respectively. 
3. ROLE OF CALPAINS IN NUCLEAR DYSFUNCTION OF EPITHELIAL 
CELLS. 
 Once demonstrated that calpains play an important role in destabilization of 
both lysosomal and mitochondrial membranes, the next aim was to elucidate the 
role of these proteases within the nuclear compartment. We show that calpains 
translocate to the nuclear membrane as weaning progresses (figures 34 and 35), 
where they cleave different peripherical NUPs: Nup 62, Nup 98, Nup 153, etc (figure 
36). Furthermore, in vivo experiments blocking CAPN1 (either by calpeptin 
administration or by Capn1 siRNA) showed that this protease per se can cleave 
different NUP (figure 38). However, in vitro approximations show that both calpains 
are able to cleave peripheral NUPs from the NPC, in a specific manner (figure 39). 
 Due to their essential role in controlling cytoplasmic-nuclear transport, 
cytosolic degradation of several NUPs by calpains would potentially induce a loss 
of nuclear membrane integrity in the epithelial cells of acini. In this sense, the loss of 
the selectivity transport across the nuclear membrane is demonstrated by the 
accumulation of cytoplasmic proteins within the nucleus, such as -tubulin or 




ultimately, would trigger the re-distribution of pro-apoptotic factors and the 
subsequent amplification of the death-signals.  
 
4. ROLE OF CALPAINS IN ADIPOCYTE DIFFERENTIATION. 
 In mammary epithelium calpains promote nuclear membrane leakiness, 
mediated by the degradation of peripheral proteins from the nuclear pore complex. 
This, in turn, leads to a loss of the selectivity transport across the nuclear membrane, 
and accounts for the accumulation of cytoplasmic proteins within the nucleus, 
triggering epithelial cell death. 
 On the other hand, calpains were also present in the nuclei of non-epithelial 
cells. So at this point, we asked which kind of stromal cells could be and we try to 
elucidate the functional consequences of this nuclear calpain traslocation. These 
cells are likely to be adipocytes, as it can be concluded by the fact that these stromal 
cells showing nuclear CAPN1 localization, are also positive for perilipin, an 
adipocyte marker (figure 43). Calpains have already been described to localize in the 
nuclear compartment of adipocytes, being involved in differentiation and 
adipogenesis in in vitro models (Yajima et al. 2006). During mammary gland 
involution, programmed cell death of the secretory epithelium takes place, 
concomitant with the repopulation of the mammary fat pad by adipocytes. Indeed, 
this re-colonization of the mammary gland with differentiated adipocytes is observed 
at 48-72h after weaning (figure 44). The quantification of perilipin staining showed 
that adipocyte differentiation was significant from 48h weaning onwards (figure 51). 
In order to elucidate the cellular origin of CAPN1 present in the nuclei of adipocytes, 
we measured CAPN1 mRNA levels at different times during involution. As weaning 
progressed, the expression levels of CAPN1 increased in a time-dependent manner 
(figure 45A), suggesting that the cellular origin of this enzyme were adipocytes. 
However, this protease was not degrading NUPs as in epithelial cells undergoing cell 
death. Peripheral NUPs remained intact in adipocyte-enriched fractions at 72h 
weaned-mammary tissue (figure 45C). 
 In these adipose cells, CAPN1 seems to have different targets, since it is not 




the possible role of CAPN1 in chromatin organization. Fractions of chromatin-
enriched and soluble nuclear components were obtained by a nuclear sub-
fractionation method (Wysocka et al. 2001) in control or 48h-weaned glands. To 
verify appropriate fractionation, both fractions were probed by western-blot analysis 
for the NUPs Mab414 and Nup62, and Histone H3 (as chromatin-enriched fraction 
marker). As shown in figure 46A, most of NUPs were in the nuclear soluble fraction, 
whereas Histone H3 was mostly in the chromatin-containing fraction. Although the 
majority of CAPN1 was recovered in the soluble fraction, a significant increase of 
this protein was also observed in the chromatin-enriched fraction after 48h of 
weaning (figure 46A, upper panels). CAPN2, confined to the nuclear soluble 
fraction, was increased during weaning, when NUPs were degraded. The absence of 
CAPN2 from the chromatin-enriched fraction confirmed the specificity of CAPN1 
binding to chromatin.  
 The coimmunoprecipitated complex CAPN1/H3 observed at 48h weaning 
corroborates the results observed with the nuclear subfractionation (figure 46B). To 
further confirm that this interaction was restricted to adipocytes, the internalization 
of CAPN1 within the nucleus was assessed by immunofluorescence staining. As can 
be observed in figure 47, no colocalization was observed in control lactating mice 
between CAPN1 (confined mainly to the cytosolic fraction) and Histone H3. 
However, 48h-weaned tissue present a different situation; nuclei of adipocytes 
surrounding the epithelial structures were positive for both CAPN1 and H3. It is 
important to highlight that this colocalization was not observed in epithelial cells 
committed to cell death that were shed into the lumen of the alveoli (figure 48). 
These results strongly suggest that CAPN1 and H3 relationship is not related to cell 
death in mammary gland involution, but rather to another cellular process occurring 
mainly in adipocytes. 
 In order to understand the effect of this interaction, we performed 
experiments using different Histone H3 antibodies. Immunoblots of nuclear extracts 
were probed against these antibodies (including H3 C-terminal and N-terminal or 
H3K4me3 and H3K27me3). As can be observed in figure 49, a faster migrating band 
(H3 truncated, H3t) was detected in samples corresponding to 48h weaning onwards. 




antibody against the C-terminus or an H3K27me3 antibody; in contrast it was not 
recognized by H3K4me3 and the NH2-H3 antibodies. Taken together, these results 
suggested that an amino-terminal fragment of Histone H3 was missing during 
mammary gland involution. To ensure that the H3t observed physiologically was the 
product of calpain activity, nuclear extracts from calpeptin-treated or calpain1-
knockdown (treated locally with siRNA) mice were obtained. Immunoblots against 
the battery of H3 antibodies were performed on these nuclear extracts at 72h 
weaning, and demonstrated that, upon CAPN1 inhibition (either pharmacologically 
or by siRNA silencing), the Histone H3 fragment was clearly diminished (figures 49B 
and 49C). 
 Therefore, we show here for the first time that Histone H3 is a new target of 
CAPN1. Moreover, although Histone H3 cleavage mediated by other cysteine 
proteases has been described in cultured cells (Duncan et al 2008), to our knowledge 
this is the first indication of an in vivo endogenous cleavage of H3 in mammals. Our 
in vivo and in vitro experiments revealed that CAPN1 cleaves the amino-terminal tail 
of Histone H3. Besides, the in vitro experiments showed that CAPN1 can cleave H3 
in a direct fashion (figures 50-52). Regarding the specificity of CAPN1 mediated H3-
cleavage versus CAPN2, we can conclude that the latter cysteine proteases are not 
involved in this process for several reasons: CAPN2, as mentioned above, is not 
present at the chromatin enriched fraction (figure 46). Moreover, silencing CAPN1 
with siRNA increased the intact/cleaved-H3 ratio at 72h weaning (figure 49B); the 
same using calpeptin (figure 49C). Nevertheless, we cannot exclude a role for other 
cysteine proteases throughout the time course of mammary gland involution. 
 We established that CAPN1 proteolyzes Histone H3, but the precise cleavage 
site is unknown. In order to identify the cleaved product, an in vitro protease reaction 
was performed. A fragmented histone was observed when rH3 and rCAPN1 were 
incubated (figure 50). Furthermore, the band from the cleaved-product (labeled with 
an asterisk) was excised from the gel, analyzed by mass spectrometry and identified 
as Histone H3 (12% coverage and score of 33, 4). Based on a molecular weight 
comparison between bands corresponding to intact and cleaved-H3, CAPN1 
cleavage site on Histone H3 was predicted to be on the N-terminal tail approximately 




cleavage prediction method, based on Multiple Kernel Learning algorithms 
(DuVerle et al. 2011), also predicts the same cleavage site (score 0.14) on Histone 
H3.  This prediction would explain why the fragment could not be observed when 
using H3 antibodies against the cleaved-portion.  
 Further in vitro experiments were performed to confirm this cleavage. Isolated 
nuclei from control lactating or 48h weaned mammary glands were exposed to 
rCAPN1 or rH3. As can be seen in figure 51, H3t appeared in the nuclei of 48h-
weaned glands, where calpains were already activated, and it was slightly increased 
after the addition of rH3; similar results were obtained with nuclear extracts from 
72h-weaned samples (figure 51B). However, the addition of calpeptin reduced the 
levels of H3t. Similarly, increased concentration of rCAPN1 incubation with nuclear 
extracts from control lactating glands produced a proportional H3t (figure 52A), 
while the same experiment with calpeptin prevented this cleavage (figure 52B).  
These results provide solid evidence that CAPN1 is responsible for Histone H3 
cleavage during mammary gland involution. 
 CAPN1 is a regulator of adipocyte differentiation in in vitro models and 
embryonic development (Yajima et al. 2006). Although the functional consequences 
of CAPN1-mediated cleavage of Histone H3 remain elusive, it is tempting to 
speculate that removal of epigenetic marks might serve to change the epigenetic 
signature of selected genes upon adipocyte differentiation. The same hypothesis was 
already managed to explain the effect of Cathepsin L on H3 proteolysis in cultured 
embryonic stem cells (Duncan et al 2008). Alternatively, Histone H3 proteolysis 
could be understood as a potential mode of transcriptional regulation by the creation 
of new H3 amino-terminal tails to establish a new epigenetic program. Removal of 
repressive epigenetic marks on differentiation genes, or prevention of new activating 
marks on pluripotency genes, would render the precise pattern of gene expression 
during adipocyte differentiation.  
 In addition, epigenetic marks on Histone H3 could recruit CAPN1 to selected 
genes leading to cleaved-H3. It has been published that the promoters of genes 
playing key functions in development and differentiation processes present the 




localization of these “bivalent” genes was found along the nuclear border in 
inmature cells and dramatically rearranged towards the central nucleoplasm in 
differentiated cells (Musri et al 2006; Szczerbal et al. 2009). Based on our results and 
these previous works, CAPN1 localized at the nuclear periphery could proteolyze 
Histone H3 at the promoters of adipogenic genes with this bivalent signal (figure 53). 
However, we cannot exclude an alternative or additional role for CAPN1 on 
transcription factors bound to gene promoters (Patel et al. 1999; Yajima et al. 2006).  
BIOMEDICAL IMPLICATIONS 
 In the present study we have reviewed the major role that calpains play in the 
involution of the mammary gland after the pregnancy/lactation cycle. Compelling 
evidence shows that these proteases play a role in overlapping processes during 
involution. On the one hand, CAPN’s targets within the lysosomal, mitochondrial 
and nuclear membranes, induce membrane leakiness and favors cell death. 
Meanwhile, CAPN1 is most probably involved in the modulation of pre-adipocytes 
differentiation to mature adipocytes through chromatin remodeling. In this sense, 
both the pro-apoptotic and pro-survival signals have to be well modulated in order 
to not send equivocal messages that could favour an oncogenic event or its 
progression.  
 As it was explained in the introduction section, the key pathways that control 
mammary gland involution are well- known cancer-related pathway (STAT family, 
NF-κB, NO, PI3K/AKT and different proteases such as calpains, 
metalloproteinases, cathepsins, caspases, etc) (Li et al. 1997; Brantley et al. 2000; 
Moorehead et al. 2001; Baxter et al. 2007; Zaragozá et al. 2009). As regards, this 
project shed further light into calpains function in order to gain a better 
understanding of the mechanisms that regulate this process, since deregulation of 
their activity could lead to cell transformation and breast cancer development (Storr 
et al. 2012). Indeed, there is a direct correlation between expression of the large 
catalytic subunit of CAPN2 and the clinical outcome of patients with triple-negative 
and basal-like disease. Those patients with basal-like or triple-negative disease with 




basal- or receptor- (estrogen, progesterone or human epidermal growth factor 
receptor 2) positive disease. 
 On the other hand, from an epidemiological point of view, pregnancy is 
associated with a reduction in woman’s lifetime risk of developing breast cancer 
(Schedin et al. 2007; Viña 2012). Actually, reproductive factors were linked with 
breast cancer´’s incidence. For instance, women with multiple births with an early 
age at first birth have significant lower incidence (approximately 50%) when 
compared with women with a single birth at a late age (Rosner et al. 1994). However, 
recent studies in breast cancer incidence have demonstrated a transient increase of 
this pathology in the years immediately following pregnancy (Lyons et al. 2011; Viña 
2012). One of the hypotheses to explain the increased risk in breast cancer associated 
with pregnancy postulates that, mammary gland involution implies the activation of 
certain mechanisms that resemble protumorigenic, wound-healing and pro-
inflammatory micro-environment (Schedin et al. 2007). As a consequence, post-
lactational mammary gland regression can be an excellent experimental model to 
study not only the molecular clues of pregnancy- associated breast cancer, but also 
















In the present study, we have contributed to elucidate the role of calpains 
during programmed cell death and tissue remodeling of the mammary gland after 
the pregnancy/lactation cycle. 
1. Lysosomal, mitochondrial, and nuclear calpain translocation is involved 
in the subsequent organelle membrane destabilization, leading to epithelial cell 
death. Lysosomal leaking is the first step involved in the epithelial programmed cell 
death. 
2. Calpains translocate to lysosomal membranes, where they proteolyze 
lysosome-associated membrane proteins. 2D-DIGE analysis has allowed us to 
identify for the first time, VATB2 and LAMP2a as calpain targets within the 
lysosomal membrane. Mitochondrial calpain translocation is involved in the 
destabilization of mitochondrial membrane, triggering cytochrome c release. 
Calpains are also able to translocate to nuclear membrane of epithelial cells, 
degrading nucleoporins localized in peripheral positions of the nuclear pore 
complex.  
3. CAPN1 has also been found in adipocytes within stromal tissue.This 
protease is involved in the differentiation process of adipocytes during mammary 
gland postlactational remodeling, playing a different role that the one observed in 
ephitelial cells. 
4. Histone H3, was first identified as a nuclear target of CAPN1 in adipocytes. 
The proteolysis occurs in the aminoterminal domain of the protein, around lysine in 
position 9 and serine in position 10. The removal of this aminoterminal domain 
would induce chromatin remodeling during adipogenesis. 
Results presented herein reveal that calpains, which are activated during 
weaning, have a dual role in mammary gland involution. In epithelial structures they 
promote destabilization of lysosomal, mitochondrial and nuclear membranes, 
triggering cell death. Meanwhile in mammary fat pad, CAPN1 is involved in 
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